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Os rotavírus são considerados a principal causa de gastroenterite aguda (GEA) 
em crianças menores de cinco anos de idade, afetando especialmente os países em 
desenvolvimento onde ocorre mais de 90% das mortes atribuídas a este vírus. O 
presente estudo foi realizado no Huambo, na região central de Angola, um país da 
África subsaariana com elevada mortalidade por diarreia pediátrica mas sem dados 
anteriores sobre epidemiologia dos rotavírus. O objetivo deste estudo consistiu em 
estudar a ocorrência da infeção e genotipar os rotavírus circulantes em crianças (<5 
anos) com GEA naquela região de Angola. 
 Durante o mês de Junho de 2012 (época seca), foram colhidas 246 amostras 
fecais de crianças com GEA atendidas no serviço da urgência de 3 hospitais municipais 
(Alto-Hama, Bailundo e Caála) e 3 centros de saúde (Calenga, Casseque III e Mineira) 
do distrito de Huambo. A realização do teste rápido imunocromatográfico permitiu 
detetar rotavírus em 37,4% (92/246) das amostras. A presença de rotavírus foi ainda 
confirmada por métodos de biologia molecular, tendo-se procedido à determinação dos 
respetivos genótipos pelo ensaio de RT-PCR multiplex e/ou sequenciação/análise 
filogenética. Observou-se predominância de rotavírus dos genótipos G1P[8] (45,6%) e 
G1P[6] (34,8%), este último considerado pouco comum. Os genótipos G2P[4], G8P[6], 
G12P[6] e G9P[6] também foram identificados, embora com frequências mais baixas 
(1%-5,4%) mostrando uma alta diversidade de estirpes de rotavírus a circular na região. 
 Com base nos genótipos identificados, as vacinas atualmente usadas deverão, 
teoricamente, proteger contra >85% dos rotavírus circulantes. Porém, a análise 
filogenética demonstrou que as linhagens dos genótipos G1, G2 e P[8] são diferentes 
das estirpes vacinais. Assim, consideramos importante não só a introdução da vacina 
contra rotavírus na região como também a vigilância das estirpes virais, durante e após 
o processo, para avaliar a eficácia das vacinas atualmente disponíveis na proteção contra 
estes vírus. 
 





Rotavirus is considered the leading cause of acute gastroenteritis (AGE) in 
children under five years of age affecting especially the developing countries, where 
more than 90% of the global death toll attributed to this virus occur. Our study was 
conducted in a central region of Angola, a sub-Saharan country with high mortality due 
to pediatric diarrhea, but without any previous data regarding rotavirus epidemiology.   
The objective of this study was to detect rotavirus and characterize the 
circulating strains in the region of Huambo, Angola. Faecal specimens (n=246) were 
collected during June 2012 (dry season) from children under 5 years of age with AGE 
attending the pediatric emergency rooms of three hospitals (Alto-Hama, Bailundo e 
Caála) and three health care centers (Calenga, Casseque III e Mineira) distributed 
throughout the entire district of Huambo. Rotavirus strains of samples positive by 
immunochromatografic rapid test were G and P typed by hemi-nested type-specific 
multiplex PCR and the VP4 and VP7 genes from a subset of samples were further 
sequenced for phylogenetic analysis. A high prevalence (37.4%) of rotavirus infection 
was observed. G1P[8] genotype was identified in 45,6% of the rotavirus positive 
samples, while G1P[6] represented 34.8%. G2P[4], G12P[6], G8P[6], and G9P[6] 
genotypes were also identified, though with lower frequencies (1%-5,4%), altogether 
showing a high diversity of circulating rotavirus.   
The present study, the first to our knowledge from Huambo, Angola, revealed a 
high prevalence of rotavirus infection as well as the circulation of a wide diversity of 
rotavirus genotypes, including the uncommon G1P[6] and genotype lineages different 
from those included in the approved vaccines. Accordingly, our results underline the 
need for rotavirus strain surveillance in Angola following vaccine implementation to 
evaluate its efficacy. 
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 A diarreia e a pneumonia são das principais causas infeciosas de mortalidade 
infantil em crianças com menos de 5 anos de idade, estimando-se que, em 2011, tenham 
causado respetivamente 700 000 e 1,3 milhões de mortes nesta faixa etária (1). A 
gastroenterite aguda (GEA) pode ser causada por vários vírus (e.g. rotavírus, calicivírus, 
adenovírus, astrovírus), bactérias (e.g. Vibrio cholerae, Shigella spp., Salmonela spp., 
Escherichia coli,) e parasitas (e.g. Giardia lamblia, Cryptosporidium spp., Entamoeba 
hystoltica,). Os rotavírus são considerados os principais agentes da GEA, tendo sido 
responsáveis, a nível global, em 2011, por cerca de 197 000 mortes (2). Os rotavírus 
humanos foram descobertos em 1973, uma década após a visualização dos primeiros 
rotavírus animais, quando Ruth Bishop identificou partículas virais, por microscopia 
eletrónica (ME), em amostras da mucosa duodenal de crianças com diarreia aguda (3). 
Estes vírus apresentavam uma forma particular semelhante a uma roda dentada, que deu 
origem ao seu nome (do latim rota). Sendo esta designação posteriormente adaptada 
pelo Comité Internacional de Classificação Taxonómica de Vírus. Pouco tempo depois, 
em 1973, também através da ME, os rotavírus foram identificados em fezes de crianças 
com gastroenterite aguda (4, 5). Após esta descoberta, vários investigadores de 
diferentes países começaram a reportar a presença de rotavírus em fezes de crianças 
com diarreia severa, sendo rapidamente identificado como o principal agente etiológico 
de diarreia aguda em crianças, por todo o mundo (6). 
 Os rotavírus caracterizam-se por uma grande diversidade genética, com base na 
qual são definidos vários grupos e dentro destes múltiplos genótipos. Nos últimos anos, 
tem-se registado um aumento na variedade de estirpes circulantes, principalmente em 
África e Ásia. A prevalência de alguns genótipos varia geograficamente e 
temporalmente entre países e mesmo dentro de um país. Estes dados levantam alguma 
preocupação relativamente à eficácia da prevenção desta infeção por vacinação, uma 
vez que as vacinas existentes têm por base os genótipos mais prevalentes a nível global.  
Para avaliar esta questão, é essencial a identificação das estirpes circulantes num dado 
país e a monitorização das mesmas ao longo do tempo, antes e após a introdução da 
vacina (10, 11, 12). 
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  Em Angola, segundo um estudo publicado em 2010 pela Organização Mundial 
de Saúde (OMS), a subnutrição é considerada o maior fator de risco para a saúde e a 
GEA a principal causa de morte, em crianças de ambos os sexos com idade inferior a 5 
anos. A inexistência de dados epidemiológicos referentes à infeção por rotavírus neste 
país, impossibilita a compreensão da dimensão deste agente como causa de diarreia 
aguda em crianças, nesta faixa etária (13). 
 No presente trabalho estimou-se a ocorrência da infeção e identificaram-se as 
principais estirpes de rotavírus circulantes num distrito administrativo de Angola, o 
Huambo. Os genótipos encontrados na amostragem realizada representam a primeira 
caracterização das estirpes de rotavírus que circulam nesta região e em Angola. Os 
resultados deste estudo piloto de epidemiologia dos rotavírus, numa região do país 
conhecida por prevalência elevada das doenças diarreicas em crianças até aos 5 anos, 
deverá servir de linha de base à avaliação da vacina a ser introduzida em 2014. 
 
1.1. O Vírus 
 
1.1.1. Classificação Taxonómica    
Os rotavírus pertencem ao género Rotavirus, um dos quinze membros da família 
Reoviridae. Esta família, cujo nome deriva de “Respiratory Enteric Orphan”, foi criada 
em 1959 para incluir vírus identificados nas mucosas, respiratória e intestinal, sem 
estarem associados a doença conhecida e por isso designados “orphan virus”. Esta ideia 
está ultrapassada atualmente mas a designação permaneceu. Os quinze géneros 
apresentam como caraterísticas comuns partículas virais icosaédricas, com várias 
camadas proteicas, sem invólucro e um genoma de dupla cadeia de ácido ribonucleico 









1.1.2. Morfologia e Estrutura do Virião  
As partículas virais maduras dos rotavírus são esféricas (~100 nanómetros (nm) 
de diâmetro), sem invólucro, com simetria icosaédrica (T=13) e constituídas por três 
camadas proteicas concêntricas “triple layer particle” (TLP) (Figura 1.1.) (80).  
 A camada interna é composta por 120 cópias da proteína estrutural VP2 (~102 
quilodaltons (kDa)) que envolve o genoma viral e complexos enzimáticos, constituindo 
as partículas de camada única “single layer particle” (SLP), ~37-40 nm de diâmetro 
(80). Os complexos enzimáticos, constituídos pela RNA-polimerase viral (VP1, ~125 
kDa) e pela enzima de capping guanilil-transferase (proteína estrutural VP3, ~88 kDa), 
estão associados a cada um dos segmentos genómicos e localizam-se na proximidade 
dos vértices da cápside (8).  
A camada intermédia é constituída por 260 trímeros da proteína estrutural VP6 
(~45 kDa) que serve de âncora às proteínas da camada externa (8, 14). As partículas 
virais com estas duas camadas “double layer particle” (DLP), ~55 nm de diâmetro (80), 
são transcricionalmente ativas e não infeciosas, contrariamente às TLPs. 
A camada externa, estabilizada por iões cálcio, consiste em 260 trímeros da 
glicoproteína VP7 (~34 kDa) de onde se projetam cerca de 60 espículas de trímeros da 
proteína VP4 (~84 kDa) sensível a proteases. Estas espículas possuem dois domínios 
externos globulares, um corpo central e um domínio interno globular inserido na 
camada de VP7. A tripsina intestinal corta proteoliticamente VP4 em duas proteínas, 
VP8* (28 kDa, N-terminal) e VP5* (60 kDa, C-terminal), que se mantêm associadas no 
virião. VP8* liga-se aos recetores celulares, enquanto VP5* apresenta uma região 
hidrofóbica com propriedades fusogénicas e está envolvida na penetração das 
membranas celulares (15).  
Nos 12 eixos de simetria icosaédrica existem canais que atravessam as três 
camadas proteicas. Estes canais permitem a importação de metabolitos necessários para 
a transcrição do genoma viral e a exportação dos transcritos de ácido ribonucleico 













1.1.3. Organização Genómica 
O genoma dos rotavírus é constituído por 11 segmentos RNA de dupla cadeia 
(dsRNA), que variam em tamanho entre 0,7 e 3,3 quilopares de bases (kpb). Os 
segmentos genéticos, identificados de 1 a 11, são todos monocistrónicos com exceção 
do segmento 11 que é policistrónico nos rotavírus do grupo A (RVA). No total estes 
segmentos codificam 12 proteínas virais, seis estruturais (Viral Proteins – VP) e seis 
não estruturais (Non Structural Proteins - NSP) (8). 
Quando analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida, os segmentos 
genómicos dos RVA surgem agrupados, segundo o seu tamanho médio, em 4 grupos: de 
1 a 4, com elevada massa molecular; seguindo-se dois segmentos com tamanho 
intermédio, 5 e 6; depois um tripleto distinto de segmentos, 7 a 9, com dimensões 
menores e muito próximas e dois segmentos mais pequenos 10 e 11 (Figura 1.2.). A não 
observação deste padrão eletroforético pode significar que estamos perante rotavírus do 
grupo A de aves ou vírus que sofreram rearranjos dos segmentos genómicos individuais 
ou mesmo rotavírus que não são do grupo A (8, 14). 
A cadeia de RNA com polaridade positiva inicia-se com um resíduo de guanina 
na extremidade 5`, seguindo-se uma sequência não traduzida (5’UTR), uma grelha de 
leitura aberta (ORF) e uma sequência não traduzida (3’UTR) que termina com dois 
resíduos de citosina em 3’.  
Figura 1.1. A) Representação esquemática do corte de uma partícula de rotavírus mostrando a 
localização dos diferentes componentes virais. Adaptado de (17). B) Fotomicrografia de viriões de 




Os transcritos de polaridade positiva possuem 5’cap e não têm cauda poli(A) 3’. No 
entanto possuem uma sequência de consenso (3’CS) UGUGACC particularmente 
importante para a regulação da tradução dos transcritos virais nas células infetadas. 
Estas sequências funcionam ainda como promotores da síntese do RNA viral de 
polaridade negativa (18). As UTRs 5’ e 3’ apresentam regiões de complementaridade 
dando origem a transcritos virais com estrutura em cabo de frigideira. Excetuando 3’CS, 
as sequências das UTRs 5’ e 3’ variam de segmento para segmento funcionando, 
provavelmente, como sinais que asseguram a distribuição e encapsidação dos diferentes 
























Figura 1.2. Padrão eletroforético dos segmentos do genoma de rotavírus do grupo A (4, 2, 3, 2) e 
respetivas proteínas codificadas. Adaptado de (14) 
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1.1.4. Proteínas 
 Os RVA codificam seis proteínas estruturais (VP1-4, VP6 e VP7) e seis 
proteínas não estruturais (NSP1-6). As siglas VP e NSP são seguidas de um número 
árabe que é atribuído por ordem decrescente da massa molecular. As proteínas 
estruturais constituem a tripla cápside do virião, enquanto as não estruturais são 
essenciais para a replicação do genoma viral, morfogénese do virião e controlo da 
resposta inata do hospedeiro (8, 14, 20). Na Tabela 1.1 estão listadas as diferentes 


































Virião (nº de 
cópias) 
Propriedades Funcionais 
1 VP1  125 Nucleóide/core (12) 
- RNA-polimerase dependente de RNA 
(RdRp); 
- Ligação específica ao RNA viral; 
2 VP2  102 Camada Interna (120) 
- Ligação ao RNA; 
- Essencial para a replicação viral. 
3 VP3  88 Nucleóide/core (12) 
- Forma um complexo de transcrição com 
VP1; 






Espículas da camada 
externa (180) 
- Ligação aos receptores celulares; 
- Penetração das membranas celulares 
- Indução de anticorpos neutralizantes; 
- O corte proteolítico aumenta a 
infeciosidade do virião; 
- Classificação de serótipo ou genótipo P. 
5 NSP1 59 Não Estrutural 
- Antagonista da resposta antiviral inata 
(IFN). 
- Não é essencial para a replicação do 
vírus em culturas celulares 
6 VP6  45 
Camada Intermédia 
(780) 
- Confere estabilidade ao virião; 
- Sequências conservadas permitem a 
classificação em Grupos e Subgrupos. 
7 NSP3 36 Não Estrutural 
- Ligação específica ao ácido ribonucleico 
mensageiro (mRNA) viral facilitando a 
sua tradução e inibindo a acção de 
nucleases. 
Inibição da tradução das proteínas 
celulares. 
8 NSP2  35 Não Estrutural 
- RNA nucleoside triphosphatases 
(NTPase),  e helicase; 
- Envolvida na formação dos viroplasmas.  
- Antagonista da resposta antiviral inata. 
9 VP7 34 Camada Externa (780) 
- Glicoproteína; 
- Indução de anticorpos neutralizantes; 
- Classificação em serótipo e genótipo G. 





- Mobilização de Ca 2+ (cálcio), secreção 
de Cl- (cloretos) e redução da absorção de 





NSP5 28-32 Não Estrutural 
- Fosfoproteína O-glicosilada; 
- Autocinase; 
- Associa-se a NSP2 na formação dos 
viroplasmas; 











 - Função mal conhecida 
 
Tabela 1.1. Proteínas estruturais e não estruturais dos rotavírus e respetivas funções. 
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1.1.5. Ciclo Replicativo 
 No hospedeiro natural, os rotavírus infetam, essencialmente, os enterócitos 
maduros presentes nas vilosidades intestinais do jejuno e íleo (15). Para isolamento e 
replicação em laboratório, usa-se frequentemente as linhas celulares MA104 (rim de 
macaco verde africano) e Caco-2 (adenocarcinoma do cólon humano), fazendo 
tratamento prévio do inóculo viral com tripsina (24, 25, 52).  
Na Figura 1.3 está apresentado um esquema dos principais passos do ciclo 
replicativo dos rotavírus. A infeção das células suscetíveis requer o reconhecimento e 
ligação das partículas virais a recetores celulares. VP8*, o domínio globular das 
espículas resultante da proteólise da proteína externa VP4, é responsável pela interação 
com os recetores celulares e ligação do vírus à célula. Vários estudos sugerem que para 
entrar na célula os rotavírus utilizam múltiplos domínios proteicos da superfície viral, 
estes interagem com diversas moléculas da membrana plasmática que atuam como 
recetores celulares, incluindo gangliósidos, integrinas e proteínas de choque térmico 
localizadas em lipid rafts (26, 27, 28), segundo um processo complexo consistindo em 
vários passos sucessivos (29, 30). 
O mecanismo de entrada dos vírus sem invólucro está mal estabelecido. 
Aparentemente, a via de internalização dos rotavírus é a endocitose independente de 
clatrina ou de caveolina (31). Nos endossomas, na presença de concentrações baixas de 
Ca2+, os viriões (TLPs) perdem VP7 e dão origem a partículas com apenas duas 
camadas (DLPs) que são translocadas para o citoplasma, com envolvimento de VP5* na 
permeabilização da membrana do endossoma. A perda da camada externa e a libertação 
no citossol ativam o complexo enzimático interno, constituído por RdRp (VP1) e 
guanililtransferase e metiltransferase (VP3) virais, que transcreve (+)RNA com 5’cap a 
partir dos 11 segmentos de dsRNA genómico. Os (+)RNAs virais são extrudidos para o 
citoplasma através de 12 canais localizados nos vértices das partículas subvirais (DLPs), 
atravessando as camadas proteicas de VP2 e VP6. Os (+)RNAs vão servir como mRNA 
para a síntese de proteínas virais ou como matriz para a síntese de (-)RNA durante a 
replicação do genoma viral (Figura 1.3). 
A tradução ocorre nos polissomas celulares. Os mRNAs virais, sem cauda 
poli(A), possuem a sequência consenso no extremo 3’ (3’CS) que se liga ao domínio N-
terminal da NSP3.  
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Esta proteína atua como homólogo funcional da proteína de ligação a poli(A) (PABP) e 
o seu domínio C-terminal interage com o fator de iniciação da tradução eIF4G, de forma 
a permitir a circularização dos mRNAs e a ligação destes aos ribossomas para a síntese 
de proteínas virais (18). 
 As proteínas NSP2 e NSP5 interagem e vão dar origem a grandes inclusões 
citoplasmáticas, os viroplasmas, que sequestram os componentes necessários para a 
síntese e encapsidação do genoma viral e formação da dupla cápside (DLP) (32) (Figura 
1.3). A replicação do genoma viral requer a associação de VP1, VP3 e posteriormente 
de VP2, NSP2 e NSP5 aos diferentes segmentos de (+)RNA, formando-se um nucleóide 
(core) intermediário de replicação que sintetiza (-)RNA tendo como molde (+)RNA 
encapsidado e dá origem aos 11 fragmentos de dsRNA genómico. O nucleóide revestido 




















Figura 1.3. Representação esquemática do ciclo replicativo dos rotavírus. Adaptado de (18). 
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 Um dos aspetos menos conhecidos da replicação dos rotavírus é o processo de 
aquisição da cápside externa. Este processo implica que as DLPs deixem o viroplasma, 
se associem a VP4 e gemulem através da membrana do retículo endoplasmático (RE) 
para terem acesso às glicoproteínas VP7. No modelo correntemente aceite, NSP4 
acumulada na membrana do RE recruta as DLPs e VP4 para a face citossólica do RE, 
seguindo-se a gemulação para o lúmen, remoção da membrana transitoriamente 
adquirida e aquisição de VP7, o mecanismo destes dois últimos passos ainda é 
desconhecido (18). Os novos vírus são libertados da célula aparentemente por dois 
mecanismos diferentes, dependendo do tipo de células infetadas. Enquanto nas células 
despolarizadas a lise parece ser o mecanismo usado, nas células polarizadas do epitélio 
intestinal os vírus saem na superfície apical, por exocitose, através de uma via secretória 
alternativa que não envolve o Golgi (15, 18, 32) (Figura 1.3). Os vírus libertados são 
expostos a proteases do tipo tripsina presentes no trato gastrointestinal, resultando no 
processamento proteolítico de VP4 para produzir viriões infeciosos. 
 
1.2. Doença  
 
1.2.1. Patogénese  
Os rotavírus causam diarreia grave e vómito, com perda excessiva de fluidos e 
eletrólitos, que podem conduzir à morte. Apesar da sua importância clínica e dos 
estudos realizados ao longo de várias décadas, o conhecimento dos mecanismos 
fisiopatológicos subjacentes a esta doença é limitado. Com base em modelos 
experimentais desenvolvidos nos últimos dez anos, foram propostos vários mecanismos 
para a diarreia aquosa associada à infeção por rotavírus, tais como: má absorção (iões 
e/ou solutos e água), maior secreção, maior permeabilidade e alteração da motilidade 
(81) (Figura 1.4).  
 De entre os mecanismos de diarreia, a motilidade é o menos estudado, ainda que 
a alteração da motilidade tenha sido considerada um fator importante na génese da 
diarreia. Sabe-se que o sistema nervoso entérico (SNE) possui neurónios da mucosa e 
mioentéricos, os quais controlam a secreção e a motilidade gastrointestinal, sendo 
igualmente críticos para a integração do transporte intestinal de eletrólitos através da 
motilidade. 
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Frequentemente, as diarreias são tratadas com fármacos tais como Imodium 
(Loperamida), um agonista dos receptores de opióides que atenua a atividade do plexo 
mioentérico (88) resultando na atenuação da motilidade intestinal mas não da secreção 
de eletrólitos ou de água. Ao investigar o papel das prostaglandinas (PGs) na motilidade 
intestinal em diferentes modelos animais (ratos, cobaios) (89) demonstrou-se o seu 
papel no controlo de diferentes tipos de músculos lisos (90). Existe um número 
reduzido de estudos (um em crianças e outros em leitões gnotobióticos) que sugerem 
que as PGs sejam mediadores do mecanismo da diarreia por rotavírus (126, 127).  
Os vários fatores envolvidos na diarreia aquosa incluem infeção citolítica, atrofia das 
vilosidades, hiperplasia das criptas, a enterotoxina NSP4, o sistema nervoso entérico 
(SNE), a permeabilidade paracelular e a expressão de enzimas digestivas (81). O papel 
do SNE na secreção de fluidos e eletrólitos na diarreia por rotavírus foi estudado, tendo 
sido demonstrado que este é ativado durante a infeção, estimulando a secreção de água e 
eletrólitos (91). Outros estudos sobre os mecanismos subjacentes à ativação dos 
neurónios entéricos e à secreção de fluidos induzidos por rotavírus revelaram que certos 
neurotransmissores (serotonina (5-HT)) e o péptido vasoativo intestinal (PVI) estão 
implicados na ativação da diarreia (92) e o seu efeito poderá ser atenuado por 
antagonistas (81). Ao contrário do Homem, os pequenos mamíferos adultos mas não os 
jovens (e.g. murganhos, coelhos, ratos) são resistentes à diarreia por rotavírus e este 
facto levou ao estudo dos mecanismos fisiopatológicos da diarreia restringida pela idade 
nos modelos animais (i.e murganho jovem versus adulto).  
Durante muito tempo pensou-se que a infeção por rotavírus estava confinada ao 
intestino, porém alguns estudos demonstraram a ocorrência de virémia (33, 34) e, 










Figura 1.4. Mecanismos causadores de diarreia e vómito por rotavírus. (1) Lesões irregulares, atrofia da 
vilosidade intestinal. A atividade das dissacaridases fica moderadamente diminuída nas células infetadas 
com rotavírus. (2) Produção da enterotoxina NSP4 extracelular estimula a libertação da serotonina (5-HT) 
pelas células de enterocromafina e ativação dos nervos aferentes. Os enterócitos e as células de 
enterocromafina infetadas com rotavírus determinam produção de prostaglandinas (PG). (3) O plexo 
nervoso submucoso está associado a secreção de água e eletrólitos enquanto o plexo mioentérico estimula 
principalmente a motilidade intestinal. (4) A infeção por rotavírus estimula aferentes vagais para o centro 
do vômito do sistema nervoso central (SNC). Adaptado de (93). 
 
1.2.2. Sintomatologia 
A infeção por rotavírus do grupo A pode originar infeção sintomática ou 
assintomática, dependendo de fatores virais e do hospedeiro. Em relação ao hospedeiro 
pode-se citar a idade, registando-se a maior suscetibilidade entre 3 meses e 2 anos de 
idade (16), e a presença de uma enzima FUT2 funcional (i.e., estatuto secretor) (36, 37). 
A virulência viral tem sido essencialmente associada aos genes codificadores de NSP1 
(antagonista do interferão) e NSP4 (regulador da homeostasia do cálcio e enterotoxina) 
do vírus (16). O espectro clínico da infeção por rotavírus é amplo e surge rapidamente 
após um período de incubação de 1 a 3 dias, dependendo do inóculo de vírus infecioso. 
Tipicamente, a sintomatologia inicia-se abruptamente com febre pouco elevada, 
vómitos e dor abdominal, seguidos de diarreia aquosa sem cor e sem sangue durante 5 a 
10 dias.  
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No entanto podem seguir-se complicações, como diarreia crónica (duração superior a 14 
dias), intolerância à lactose, malnutrição e até morte (82). As situações fatais, raras nos 
países industrializados, são devidas normalmente ao desequilíbrio eletrolítico e à 
desidratação grave que ocorrem devido à perda rápida e prolongada de líquidos e à não 
reposição dos mesmos de forma assistida (38, 39). No sentido de caracterizar de forma 
objetiva a gravidade clínica dos episódios de diarreia, nomeadamente tendo em vista a 
análise de estudos de eficácia de vacinação contra rotavírus, foram propostas escalas 
numéricas baseadas no somatório de pontos atribuídos aos vários sinais e sintomas 
clínicos (40, 41). 
Os sintomas clínicos são fortemente influenciados pela idade, ocorrendo os 
sinais mais graves após infeção primária em crianças com idade inferior a 2 anos. No 
entanto, em recém-nascidos as infeções por rotavírus são frequentemente 
assintomáticas, possivelmente devido à presença de anticorpos maternos contra 
rotavírus.  
 Podem ocorrer reinfeções ao longo da vida, mas normalmente estas são 
assintomáticas ou com sintomas ligeiros (19). Durante o primeiro episódio de infeção, 
as partículas virais são excretadas em grandes concentrações, nas fezes, de forma 
contínua durante 5 a 10 dias, podendo durar um ano ou mais em crianças 















1.2.3. Resposta Imunitária 
 No Homem e animais suscetíveis, a infeção por rotavírus induz resposta imune 
inata e adquirida dos tipos humoral e celular (16). Estudos realizados em murganhos 
infetados demonstraram a indução da expressão de interferão (IFN) tipo I e tipo III 
(IFN-λ) e que o tratamento dos animais com IFN- λ, e em menor grau com IFN tipo I, 
reduzia a replicação viral (42). A importância do IFN na limitação da replicação viral é 
ainda suportada pelo mecanismo de evasão viral à resposta do IFN mediada pela 
proteína viral NSP1 (43, 44).   
 Dois estudos longitudinais, que seguiram crianças ao longo dos dois primeiros 
anos de vida relativamente à infeção por rotavírus, demonstraram que uma primeira 
infeção por rotavírus tipicamente resulta em GEA, mas que se desenvolve proteção 
contra subsequentes infeções por este vírus, com um risco progressivamente menor de 
doença (45, 46). Observou-se ainda que as infeções sintomáticas e assintomáticas 
conferiam graus semelhantes de proteção e que a imunidade humoral estava 
correlacionada com a proteção. Com a serotipagem e genotipagem compreendeu-se que 
os episódios subsequentes de GEA por rotavírus eram na sua maioria causados por 
serótipos/genótipos distintos, i.e. vírus heterotípicos, e que a proteção estava 
relacionada com os níveis de anticorpos neutralizantes contra vírus homotípicos (16). A 
presença de níveis elevados de imunoglobulinas A (IgA) neutralizantes específicos das 
proteínas VP4 e VP7 nas fezes está correlacionada com proteção (47). Estes anticorpos 
podem ser igualmente encontrados no soro e frequentemente são usados como medida 
da imunogenicidade das vacinas contra rotavírus (48, 49). Curiosamente, a proteína 
VP6 dos rotavírus induz anticorpos não neutralizantes que podem, no entanto, mediar 
proteção (50).  
 Estudos em murganhos demonstraram também que os linfócitos B são 
determinantes na proteção contra a reinfeção, enquanto os linfócitos T CD8+ são 
responsáveis pela redução dos sintomas e da duração da infeção (16). No ser humano, o 






1.2.4. Diagnóstico  
O diagnóstico de GEA por rotavírus com base nos sintomas não é possível, pois 
o quadro clínico é semelhante à GEA com outras etiologias. Assim, o diagnóstico da 
infeção por rotavírus depende da identificação do agente etiológico em produtos 
biológicos. As amostras fecais, devido à presença de partículas virais em grandes 
concentrações, são naturalmente o produto usado. 
As partículas virais de rotavírus são facilmente observadas e identificadas em 
amostras fecais por ME, a técnica original de diagnóstico (51). Apesar da 
especificidade, a necessidade de infraestruturas e técnicos especializados tornam esta 
técnica dispendiosa e inadequada para o diagnóstico de rotina de um grande número de 
amostras. No entanto, ainda é usada para rotavírus não pertencentes ao grupo A. 
Para a deteção de rotavírus, de um modo geral, recorre-se a imunoensaios 
comerciais que permitem detetar antigénios de rotavírus diretamente em amostras 
fecais. Estes podem ser imunoensaios enzimáticos do tipo Enzyme Lynked Immuno 
Sorbent Assay (ELISA) ou ensaios imunocromatográficos no formato de teste rápido e 
utilizam anticorpos contra VP6 do grupo A. A sensibilidade e especificidade destes 
testes é elevada (>95%). Os testes de aglutinação de partículas de látex, apesar do uso 
fácil, são menos sensíveis. A transcrição reversa seguida da reação em cadeia da 
polimerase (RT-PCR), tendo como alvo um fragmento do gene da proteína VP6 (70), é 
considerada o gold standard e usada na confirmação dos resultados dos imunoensaios. 
O ensaio de RT-PCR é altamente sensível na deteção de pequenas quantidades de vírus, 
sendo também usado na identificação de estirpes através da amplificação de outras 
regiões do genoma viral (51). 
O isolamento de rotavírus a partir de amostras clínicas é difícil e requer o 
tratamento das amostras com tripsina e incorporação de pequenas quantidades desta 
enzima no meio de cultura. As linhas celulares mais frequentemente usadas são MA104 








  Presentemente não existem fármacos antivirais específicos para o tratamento da 
infeção por rotavírus. Tal como para as diarreias com outra etiologia, o tratamento 
baseia-se na reposição das perdas de água e eletrólitos, através da administração de 
soluções de reidratação oral (SRO) de baixa osmolaridade, contendo glicose e 
eletrólitos (sódio, potássio, cloreto, citrato) em proporções bem definidas e 
recomendadas pela OMS. Os casos de desidratação grave podem requerer reidratação 
intravenosa. É ainda aconselhada a administração de um suplemento de zinco para 
diminuir a gravidade e duração da diarreia (53). Nos últimos anos, a combinação do 
tratamento indicado pela OMS com a prevenção por vacinação, conseguiu reduzir de 
maneira significativa a mortalidade e morbilidade infantil causada por rotavírus nos 
países mais afetados.  
 
1.2.6. Prevenção 
 Os rotavírus têm uma enorme capacidade de resistência ambiental, esta 
característica, aliada à facilidade de transmissão do vírus, faz com que todos os 
cuidados de higiene implementados, sistemas de saneamento básico e de segurança 
alimentar, não sejam suficientes para diminuir a morbilidade e mortalidade a nível 
mundial. Isto é demonstrado pela elevada incidência da doença registada em países mais 
desenvolvidos, que apesar de possuírem uma taxa de mortalidade reduzida ainda 
apresentam uma taxa de hospitalizações elevada devido à infeção por rotavírus. Devido 
à inexistência de um tratamento específico contra a infeção por rotavírus, a prevenção 
da doença através da vacinação é essencial para o controlo da transmissão viral.  
 O desenvolvimento de vacinas contra os rotavírus começou no início da década 
de 80 e seguiu uma abordagem jenneriana com a utilização de estirpes de rotavírus 
animais, vacinas monovalentes de origem bovina (RIT 4237 e WC3) ou símia (rotavírus 
de macaco rhesus, RRV). Estas estirpes, naturalmente atenuadas, não causavam doença 
no Homem mas conferiam proteção contra infeção subsequente por rotavírus humanos.  
Ensaios clínicos realizados com esta primeira geração de vacinas revelaram resultados 
de eficácia com alguma inconsistência nos países industrializados (82%-100%), mas 
sobretudo fraca proteção nos países em vias de desenvolvimento (54).  
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 No sentido de aumentar o potencial imunogénico e desencadear uma resposta 
imunológica semelhante à da infeção natural, através da redistribuição de segmentos 
genómicos, foram geradas estirpes de vírus com um complemento genético 
maioritariamente animal mas expressando os genes das proteínas VP7 ou VP4 humanas. 
Surgiu assim uma vacina multivalente consistindo em vírus de macaco rhesus, 
expressando a proteína VP7 dos genótipos G1, G2 e G4 humanos e G3 de macaco 
rhesus. Esta vacina, designada RotaShield® (Wyeath, Estados Unidos da América 
(EUA)), após extensos estudos de segurança e eficácia foi aprovada pela Food and 
Drug Administration (FDA), em 1998. No ano seguinte, depois de aproximadamente 
1,5 milhões de doses terem sido administradas em crianças com menos de um ano de 
idade nos Estados Unidos, a vacina foi retirada de circulação pela suspeita de 
associação com quadros de invaginação intestinal (55). 
 Em 2006, duas novas vacinas orais contra rotavírus foram licenciadas nos EUA, 
União Europeia e muitos países da América Central e do Sul. Numa destas vacinas a 
estirpe de rotavírus bovino WC3 foi usada na obtenção de 5 vírus expressando 
individualmente VP7 dos genótipos G1-4 e VP4 do genótipo P[8] de rotavírus humanos. 
Esta vacina pentavalente, RotaTeq (Merck, EUA), requer a administração de 3 doses, 
sendo a primeira administrada nas 6-12 semanas de idade e as doses subsequentes com 
intervalos de 4-10 semanas. Nos EUA, a vacinação foi associada a um atraso 
substancial do início da época do ano de maior prevalência de casos de infeção e a um 
decréscimo da atividade dos rotavírus em 50%. Na Europa e nos Estados Unidos 
observou-se 98% de eficácia na prevenção de diarreia grave por rotavírus, enquanto na 
Nicarágua foi de apenas 46% (56, 54).  
 A segunda vacina licenciada, Rotarix (GlaxoSmithKline Bilogicals, Bélgica), é 
uma vacina monovalente de rotavírus humano G1P[8], atenuado através da passagem 
em culturas celulares de rim de macaco. As duas doses são administradas com um 
intervalo ≥4 semanas e a primeira deve ser administrada a crianças ≥6 semanas de 
idade.  
Os ensaios clínicos revelaram 96% de eficácia contra doença grave por rotavírus 
na Europa e valores mais baixos nos países em vias de desenvolvimento (85% na 
América Latina, 77% na África do Sul e 49% no Malawi) (57, 58). 
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Curiosamente, apesar da natureza monovalente, Rotarix parece conferir proteção 
heterotípica, ainda que em menor grau.  
 Uma revisão Cochrane recente descreve eficácia semelhante das duas vacinas na 
prevenção de doença grave por rotavírus em crianças com idade inferior a 2 anos em 
países de baixa mortalidade (82% e 85%) e de alta mortalidade (41% e 42%) e ausência 
de associação a efeitos adversos, incluindo invaginação intestinal (59).  
As hipóteses para explicar as diferenças de eficácia das vacinas contra rotavírus 
observadas entre países desenvolvidos e países de média e baixa renda são múltiplas 
(54). Uma vez que o grau de proteção conferido pelas vacinas orais atenuadas depende 
do título das estirpes vacinais e do número de doses administradas, fatores do 
hospedeiro e ambientais que reduzam a dose efetiva de vírus na vacina deverão também 
reduzir a sua imunogenicidade. Os níveis de anticorpos transplacentários adquiridos da 
mãe, os componentes imunes e não imunes do leite materno e a quantidade de ácido 
gástrico da criança podem baixar a quantidade de vírus que chega ao intestino. Por outro 
lado, a resposta do hospedeiro pode ser diminuída por fatores tais como malnutrição 
(e.g. deficiência em zinco e vitamina A), interferência da flora intestinal e estado de 
saúde do hospedeiro (e.g, diarreia, infeção pelo HIV). Finalmente, diferenças na 
epidemiologia do vírus e na distribuição de genótipos/serótipos podem também alterar o 
sucesso da vacina (60). 
Apesar de a eficácia ser mais baixa nos países de baixos recursos, devido ao 
número elevado de casos de diarreia por rotavírus, o benefício absoluto da vacina é 
relevante nestes países. Assim, em 2009 a OMS recomendou a implementação da 
vacina contra rotavírus a nível mundial (57). Até 2013, 43 países introduziram a 
vacinação contra rotavírus no seu programa nacional de vacinação e 3 países inseriram 
em programas regionais (61). Para colmatar as dificuldades de acesso à vacina, a Global 
Alliance for Vaccines and Immunisation (GAVI Alliance) lançou um programa de apoio 
para países de baixos recursos.  
Entre 2008 e 2009, a Nicarágua, a Bolívia, a Guiana e as Honduras foram os 
primeiros países a beneficiar dos fundos da GAVI para implementação das vacinas 
contra rotavírus e em 2011, a vacinação foi introduzida nos programas de imunização 
nacional em mais 8 países, 3 países Asiáticos e 5 Africanos.  
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Em 2013, foram aprovados mais 34 países, entre os quais Angola, para receberem 
fundos de suporte à implementação de vacinas contra rotavírus (62). 
Outras formulações de vacinas contra rotavírus baseadas em vírus recombinantes 
obtidos por redistribuição de segmentos entre estirpes animais e humanas, bem como 
em novas estirpes neonatais atenuadas, estão em ensaios clínicos (12). Ainda, devido 
aos potenciais problemas associados à vacinação com vírus atenuados, designadamente 
em crianças com imunodeficiência, estão a ser desenvolvidas vacinas baseadas em 
partículas virais sem genoma (virus-like particles) (83) ou com genoma viral inativado 
(12).  
 
1.3. Epidemiologia e Transmissão 
 
 O desenvolvimento de testes de diagnóstico simples, sensíveis e pouco 
dispendiosos e a presença de rotavírus em grandes quantidades nas fezes durante a fase 
aguda da doença, facilitou desde cedo o estudo da epidemiologia da infeção por 
rotavírus. Os primeiros trabalhos realizados em crianças hospitalizadas por diarreia em 
países industrializados, situados em países temperados, identificaram rotavírus em 35-
50% das crianças com menos de 5 anos. Estes casos ocorriam maioritariamente durante 
o Inverno e a faixa etária mais atingida era entre os 6 e os 24 meses, 40% dos casos 
sendo em crianças com menos de um ano (63). 
 Estudos semelhantes realizados em países de baixa renda, maioritariamente em 
regiões tropicais, revelaram uma infeção mais precoce (80% com menos de 1 ano de 
idade) e uma sazonalidade menos distinta das infeções ou nula até latitudes de 10º (64).  
O espectro sazonal e geográfico da infeção por rotavírus é compatível com 
transmissão fecal-oral e respiratória. Durante a infeção por rotavírus, os vírus são 
excretados nas fezes, durante vários dias, em concentrações muito elevadas (>1012 
partículas/grama).  
Este facto, associado à ingestão mínima de 10 a 100 partículas ser suficiente 
para estabelecer a infeção de um novo hospedeiro e ainda à elevada resistência do vírus 
às condições ambientais, contribuem para a elevada incidência de GEA por rotavírus, 
tanto em países industrializados como em países de baixa renda. O vírus permanece 
infecioso durante semanas em ambiente aquoso e resiste aos procedimentos normais de 
desinfeção.  
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Alimentos não cozinhados e águas não tratadas são fontes possíveis de surtos. A 
transmissão pessoa a pessoa ocorre diretamente por via fecal-oral e por via respiratória 
(aerossóis gerados por vómitos) ou indiretamente através de fomitos, objetos 
inanimados capazes de adsorver, reter e transportar organismos contagiantes ou 
infeciosos (65, 66).  
A ubiquidade da infeção por rotavírus e o facto de praticamente todas as 
crianças com 5 anos terem anticorpos contra estes vírus, levaram a considerar desde 
cedo a vacinação como a forma mais adequada de prevenção, sendo necessário avaliar a 
nível global a importância da diarreia por rotavírus. Em 2002, no sentido de obter 
estatísticas fiáveis, a OMS e o Centro de Controlo e Prevenção de Doenças dos EUA 
(CDC) estabeleceram um protocolo genérico para padronização dos estudos de 
vigilância da doença por rotavírus. Os critérios de inclusão são crianças com menos de 5 
anos de idade, com episódios graves de diarreia aguda necessitando de hospitalização e 
com deteção de rotavírus por imunoensaio (51).  
A vigilância tem decorrido em cerca de sessenta países, abrangendo as várias 
regiões da OMS. Cada uma destas regiões possui um escritório da OMS que recolhe 
todos os dados através do ministério da saúde e dos escritórios locais da OMS, 
divulgando posteriormente estes dados à comunidade global de saúde pública. Este 
modelo de vigilância conduziu a uma maior visibilidade da doença, uma validação dos 
dados e uma melhor sustentabilidade das plataformas de vigilância. Os resultados da 
vigilância global a partir do protocolo comum revelaram, para o ano de 2009, que a 
percentagem média de crianças hospitalizadas com diarreia grave e com resultado 
positivo para rotavírus era de 36%, um valor comparável ao obtido para os períodos de 
2000-2004 (39%) e 2001-2008 (40%). Esta percentagem média variava entre 12% e 
68% para os diferentes países (67). 
Dois estudos de revisão sistemática e meta-análise estimaram a mortalidade 
associada aos rotavírus relativamente às mortes totais por diarreia, em crianças com 
menos de 5 anos, como sendo de 37% em 2008 (68) e 27,8% em 2011 (2). Apesar da 
proporção de rotavírus detetada em crianças hospitalizadas com diarreia ser maior nos 
países desenvolvidos, a maioria das mortes relacionadas com rotavírus ocorre em África 
e na Ásia (68).  
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A Índia representa um quinto do número de mortes, mas é na África Subsaariana que se 




1.4. Diversidade e Classificação dos Rotavírus 
 
1.4.1. Grupos   
O género Rotavirus, de acordo com o International Committee on Taxonomy of 
Viruses (ICTV), é subdividido em grupos (ou espécies) com base nas propriedades 
antigénicas ou na sequência de aminoácidos da proteína da cápside intermédia VP6. Até 
agora foram definidos 7 grupos (A-G), sendo que vírus de grupos diferentes não trocam 
segmentos entre si quando de uma coinfeção, contrariamente à possibilidade de 
redistribuição de segmentos observada entre vírus de um mesmo grupo. Os rotavírus 
dos grupos A, B e C foram identificados como agentes de diarreia aguda em humanos. 
O RVA é considerado o principal agente de diarreia em crianças, podendo infetar 
também outros mamíferos e aves. Os vírus do grupo B, associados a epidemias anuais 
de diarreia grave em adultos na China, Bangladesh, Índia e Myanmar, foram também 
identificados em suínos, bovinos, ovinos e roedores. Os surtos atribuídos ao grupo C 
têm sido descritos esporadicamente em crianças com idades entre 4 a 7 anos e 
associados a alimentos contaminados.  
Figura 1.5. Número de mortes por rotavírus em crianças com idade < 5 anos, em 2008 (68). 
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Os grupos D, F e G foram identificados, até agora, somente em aves e RVE apenas em 
suínos (7, 8, 9). Recentemente foi sugerido um novo grupo com base em dois vírus 
isolados de humanos e um de suíno (69). 
 
1.4.2. Sistema de Classificação dos Rotavírus do Grupo A 
A categorização das estirpes de RVA pode ser realizada com base nas 
propriedades antigénicas das proteínas estruturais da cápside VP6, VP7 e VP4 
(subgrupos (SG), serotipos G e serotipos P, respetivamente) ou ainda com base na 
análise comparativa das respetivas sequências nucleotídicas (genogrupos e genótipos G 
e P[], respetivamente) (9).  
 
 Subgrupos e Genogrupos 
A especificidade antigénica da VP6 permite ainda diferenciar as estirpes de 
rotavírus do grupo A em quatro subgrupos (SG I, SG II, SG I+II e SG não-I e não-II) de 
acordo com a reatividade com os dois anticorpos monoclonais 255/60 e 631/99. Mais 
recentemente, com base na caracterização molecular, foram encontrados apenas dois 
grupos, o genogrupo I que corresponde a SGI e o genogrupo II que inclui os restantes 
subgrupos (70).  
 
 Serótipos e Genótipos 
 Em 1989, foi estabelecido um sistema de classificação binário para os rotavírus 
baseado na reatividade imunológica das duas proteínas da cápside externa, VP4 e VP7, 
que independentemente induzem anticorpos neutralizantes. Assim, as estirpes de 
rotavírus são classificadas em serotipos de VP4 ou P (P para sensível a proteases) e 
serotipos de VP7 ou G (G para glicoproteína).  
Uma vez que a caracterização baseada em serotipagem é demorada e requer 
reagentes específicos, i.e. soros hiperimunes e estirpes virais de referência, foi 
substituída por um sistema de classificação baseado na similaridade entre as sequências 
dos genes que codificam aquelas proteínas, dando origem à classificação em genótipos 
P e G (9, 16).  
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Os genótipos podem ser determinados através da amplificação por RT-PCR, 
sequenciação e análise das sequências nucleotídicas (totais ou parciais) obtidas para os 
respetivos genes ou através da geração de produtos de RT-PCR com tamanhos 
característicos, usando primers específicos para o genótipo, e análise do padrão 
eletroforético (78). Em relação à proteína VP7, uma vez que os resultados de 
serotipagem e genotipagem são concordantes, as estirpes são designadas apenas por Gx 
(x = número árabe começando em 1).  
Para a proteína VP4, os resultados entre os dois métodos de tipagem nem sempre 
são coincidentes, havendo necessidade de uma dupla nomenclatura de tipagem P: os 
serótipos P são designados como Px (x = números árabe começando em 1) e os 
genótipos P como P[x]. Até agora foram identificados 35 genótipos P (VP4) e 27 
genótipos G (VP7) diferentes (9). Entre estes genótipos, 12 G e 15 P estão associados a 
infeções humanas (10). Uma vez que os rotavírus possuem genoma segmentado, os 
genes de VP4 e VP7 podem, em teoria, segregar independentemente, havendo múltiplas 
combinações de genótipos G e P de rotavírus a circular na natureza. Globalmente, seis 
combinações G/P (G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] e G9P[8]) são responsáveis pela 
maioria das infeções por rotavírus em humanos, sendo G1P[8] a combinação mais 
prevalente (10).  No entanto, são descritas frequentemente combinações G/P invulgares 
causadoras de doença, algumas resultantes da redistribuição de segmentos com rotavírus 
animais (71, 72).  
 
1.4.3. Constelações de Genes 
Uma limitação do sistema de classificação binário G/P é que ignora os restantes 
genes virais, não dando informação suficiente para avaliar toda a diversidade genética e 
relações evolutivas dos rotavírus circulantes. Tentou-se ultrapassar esta limitação 
através da sequenciação de genomas virais completos e da criação de um sistema de 
classificação baseado na informação genética dos genomas completos. Este sistema 
define um genótipo para cada um dos 11 segmentos do genoma, que codificam as VP e 




A nomenclatura é idêntica à anteriormente seguida, sendo os segmentos genómicos para 
VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 representados pelo 
acrónimo Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx (x = números árabes), 
respetivamente (9). Foi igualmente criado o Rotavírus Classification Working Group 
(RCWG) que integra especialistas de várias áreas para ajudar à delineação de novos 
genótipos.  
Análises baseadas na comparação de sequências de genomas completos de 
estirpes circulantes de RVA sugerem que a infeção de seres humanos em todo o mundo, 
durante longos períodos de tempo, se deve apenas a duas constelações de genótipos 
principais independentes dos genes G ou P: I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 e I2-R2-
C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2, conhecidas como estirpes tipo Wa e tipo DS-1, 
respetivamente (73). A análise de genomas completos de rotavírus revelou uma origem 
comum para as estirpes humanas tipo Wa e de rotavírus de suínos e para as estirpes 
humanas tipo DS-1 e de rotavírus de bovinos (74). 
 
1.4.4. Prevalência e Distribuição Geográfica de Genótipos 
 A distribuição geográfica e temporal das estirpes de rotavírus é um processo 
dinâmico e complexo. Um estudo recente de revisão sistemática sobre as variações 
regionais e temporais da prevalência das estirpes de rotavírus examinou dados desde 
1996 até 2007, pertencentes a vários países das seis regiões geográficas da OMS 
(África, Américas, Sudoeste-Asiático, Europa, Mediterrâneo Oriental e Pacífico 
Ocidental) (11). Verificou-se que os genótipos G mais prevalentes eram G1 (42,9 %), 
G9 (14,1%), G2 (11,8%), G3 (11,1%), G4 (8,2%), G8 e G12 (1% cada), 
correspondendo a 90,2% de todas as estirpes avaliadas. As infeções com múltiplas 
estirpes e por rotavírus não tipáveis foram detetadas em 3,8% e 6,1% das amostras, 
respetivamente, sendo mais comuns em países de renda baixa. Nestes 12 anos, a 
frequência de G1 foi baixando, enquanto G3 reemergiu e G9 e G12 emergiram no 
mesmo período de tempo (11). Quando consideradas as publicações que incluíam a 
combinação de genótipos G/P, foram identificadas 5 estirpes comuns com uma 
prevalência a nível global de 74,7%; G1P[8] (37,7%), G9P[8] (11,4%), G2P[4] 
(10,6%), G3P[8] (8,8%) e G4P[8] (6,3%). As restantes correspondendo a infeções 













No que respeita à distribuição geográfica, observaram-se grandes flutuações na 
prevalência de estirpes ao longo do tempo. Em África, de 2000 a 2007, verificou-se um 
aumento acentuado das estirpes G8 e ligeiro das G9 e G12, e um declínio das estirpes 
G3 e G4 (11). No continente Americano e na Europa observou-se igualmente um 
decréscimo das estirpes G1 paralelamente com um aumento de G9. O Sudeste Asiático 
possuía a incidência relativa mais elevada de G2, enquanto o Pacífico Ocidental tinha 
um decréscimo de estirpes G1 e concomitante aumento de G3.  
 Um estudo de vigilância da prevalência e genótipos de rotavírus realizado entre 
2007 e 2011, sob o auspício da African Rotavirus Surveillance Network, envolvendo 16 
países das várias regiões Africanas, demonstrou uma grande diversidade temporal e 
geográfica dos vírus circulantes (75). A distribuição de genótipos G revelou 
predominância de G1 (28,8%) seguido de G9 (17,3%), G2 (16,8%), G8 (8,2%), G12 
(6,2%) e G3 (5,9%). Com exceção da região central, onde as estirpes G9 são mais 
abundantes, as estirpes G1 predominam nas diferentes regiões de África. 
 Relativamente aos genótipos P, P[8] é o mais prevalente (40,6%), seguido de P[6] 
(30,9%) e P[4] (13,9%). Globalmente, no continente Africano foram identificadas 25 
combinações G/P, predominando G1P[8] (18,4%), G9P[8] (11,7%), G2P[4] (8,6%), 
G2P[6] (6,2%), G1P[6] (4,9%), G3P[6] (4,3%), G8P[6] (3,8%) e G12P[8] (3,1%).  
Figura 1.6. Prevalência das combinações de genótipos G/P a partir da revisão de dados, entre 1996 e 
2007, provenientes de seis regiões da OMS (11) 
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Foi igualmente encontrado um número considerável de infeções mistas (17,5%) e de 
amostras parcialmente genotipadas (7,2%) (75).  
No Sul de África circulam as combinações G9P[8] (20%), G1P[8] (14%), 
G1P[6] (6%), G12P[6] (6%), G8P[4] (5%) e G9P[6] (5%); na região Este G1P[8] 
(23%), G9P[8] (12%), G2P[4] (8%), G8P[6] (5%), G8P[4] (4%) e G9P[6] (4%). Na 
região Oeste são prevalentes G1P[8] (17%), G2P[6] (13%), G2P[4] (9%), G3P[6] (9%), 
G9P[8] (7%) e G1P[6] (5%). E na região Central, G2P[4] (17%), G2P[6] (14%), G9P[8] 
(11%), G1P[6] (9%), G1P[8] (6%) e G8P[6] (5%) (75). Curiosamente, tal como em 
estudos anteriores, estirpes tais como G2P[4], G3P[8] e G4P[8], que são de rotina 
encontradas em países industrializados são menos comuns em África. Pelo contrário, 
existe um grande número de estirpes, incluindo G1P[6], G2P[6], G3P[6], G1P[4], 
G9P[4], G12P[6] e G12P[8] de rotina encontradas em África (27–40% das estirpes 
circulantes anualmente) mas que são raras nos países desenvolvidos. Ainda, muitas das 
combinações identificadas são vulgarmente encontradas em animais, sugerindo 
transmissão direta animal-humano ou redistribuição de segmentos genómicos entre 
estirpes animais e humanas, provavelmente fruto da estreita proximidade entre animais 
domésticos e o Homem (76).  
Atualmente desconhece-se qual a importância da diversidade genética para a 
eficácia das vacinas aprovadas contra rotavírus. De facto, a sua eficácia é menor nos 
países de baixa renda, nomeadamente Asiáticos e Africanos, em que se regista maior 
diversidade genética e onde circulam muitos genótipos não incluídos nas vacinas. 
Porém, os fatores correlacionados com a proteção conferida pela vacinação não estão 
totalmente esclarecidos, designadamente o papel da proteção homotípica e heterotípica, 
e várias outras causas têm sido igualmente apontadas para a redução da eficácia das 

















Figura 1.7. Combinações de genótipos circulantes em 4 regiões do continente Africano entre 2007 e 
2011: A) Sul, B) Este, C) Oeste e D) Centro. (75) 
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1.5. OBJETIVOS DO TRABALHO  
 
A nível mundial, em 2008, Angola era um dos dez países com maior número de 
mortes relacionadas com rotavírus em crianças com menos de 5 anos de idade (68). 
Neste contexto, em colaboração com o Ministério Nacional de Saúde e com a Direção 
Nacional de Saúde Publica de Angola iniciou-se um estudo piloto com objetivo 
principal de identificar agentes virais, designadamente rotavírus, presentes nas fezes de 
crianças com idade inferior a cinco anos com gastroenterite aguda, atendidas em vários 
hospitais e centros de saúde da região de Huambo. 
 
Os objetivos específicos do estudo foram:  
 
1. Determinar a prevalência da infeção por rotavírus na população acima 
mencionada, durante o mês de Junho de 2012; 
2. Proceder à caracterização molecular das estirpes de rotavírus circulantes na 



































MATERIAL E MÉTODOS 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1. População do Estudo 
 
Este estudo foi realizado em Angola, na província de Huambo (Figura 2.1), e 
teve como população alvo crianças de ambos os sexos, com idade inferior a cinco anos, 
com gastroenterite aguda (i.e. com diarreia, definida por três ou mais dejeções líquidas 
ou pastosas num período de 24 horas, e/ou vómitos). Estas crianças (a cumprir os 
critérios de inclusão mencionados anteriormente) foram atendidas em consultas 
externas, de urgência, em Hospitais ou Centros de Saúde da sua área de residência.  
As amostras de fezes foram colhidas em Junho de 2012, durante o período de 
época seca, “cacimbo”, que em Angola se estende de Maio a Agosto. 
A recolha envolveu seis instituições de prestação de cuidados de saúde situadas 
em quatro municípios da Província de Huambo, designadamente Bailundo, Cáala, 
Huambo e Londuimbali. No município do Huambo os postos de colheita foram o 
Centro de Saúde Materno-Infantil da freguesia de Mineira e o Centro de Saúde do 
Casseque III; no município de Cáala a colheita efetuou-se no Hospital Municipal de 
Caála e no Centro de Saúde de Calenga; na cidade de Bailundo o procedimento 
realizou-se no Hospital Municipal de Bailundo; e no município de Londuimbali a 






















2.2. Avaliação Clínica e Recolha de Dados 
 
A avaliação e a triagem clínica das crianças foram realizadas pelo médico 
assistente em consulta externa ou de urgência de acordo com a definição de cada caso 
clínico. O Profissional de Saúde foi responsável por verificar se a criança se enquadrava 
na população alvo do estudo e explicar os objetivos do mesmo ao responsável legal/ 
acompanhante da criança, de forma a posteriormente pedir a colaboração e autorização 
para a recolha de uma amostra de fezes e utilização dos dados clínicos da criança, 
através de um formulário de consentimento informado (Anexo 6.1). A recolha de dados 
efetuou-se através de um questionário (Anexo 6.2), preenchido pelo enfermeiro 
responsável em colaboração com o familiar da criança e pelo técnico de laboratório que 
realizou o teste rápido de identificação do agente estudado. O questionário é constituído 
por questões fechadas e dividido em três secções como dados demográficos, história 
clínica e resultados da análise laboratorial das amostras fecais. O questionário e o 
formulário de consentimento informado foram aprovados pelas Comissões de Ética do 
Instituto de Higiene e Medicina Tropical e de Angola. 
 
 
Figura 2.2. Mapa da Província de Huambo e dos respetivos Municípios. Assinaladas de 1 a 6 estão as 
instituições de saúde inseridas no estudo. 1- Hospital de Alto Hama, 2- Hospital de Bailundo, 3- 
Hospital de Caála, 4- Centro de Saúde de Casseque III, 5 - Centro Materno Infantil de Mineira e 6- 
Centro de Saúde de Calenga. Adaptado a partir de (22). 
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2.3. Colheita e Armazenamento de Amostras Biológicas 
 
 A colheita de amostra de fezes foi realizada pelo enfermeiro, para um recipiente 
estéril devidamente identificado de acordo com procedimentos pré-definidos. As 
amostras foram mantidas de forma refrigerada (2ºC - 4ºC) até ser efetuado o teste rápido 
de identificação de antigénios virais, subsequentemente foram guardadas a -20ºC e 
transportadas de forma refrigerada para o Instituto de Higiene e Medicina Tropical 
(IHMT) em Lisboa, onde foram preservadas a -20ºC até serem analisadas por métodos 
moleculares. 
 
2.4. Deteção de Antigénios Virais 
  
 A deteção de antigénios de rotavírus, em amostras de fezes, foi realizada através 
de testes rápidos imunocromatográficos qualitativos (Figura 2.3).  
 Foram utilizadas duas marcas diferentes de kit de ensaios, tendo em Angola sido 
utilizado o teste rápido SD Bioline Rota/Adeno®, (Standard Diagnostics Inc., Coreia do 
Sul), para deteção de RVA. Em Portugal, no IHMT, utilizou-se o teste rápido CerTest 
Rotavirus-Adenovirus (CerTest, Espanha), para realizar testes de confirmação dos 
resultados negativos e inválidos de acordo com o primeiro teste rápido efetuado em 
Angola.  
 Os ensaios foram realizados segundo as indicações dos respetivos fabricantes, 
utilizando-se cerca de 100 mg de cada amostra, recolhidas com o auxílio de uma ansa 
ou de uma pipeta de Pasteur, aquando de uma amostra líquida. 
 Os testes usam anticorpos monoclonais contra rotavírus, imobilizados numa 
zona definida da membrana de nitrocelulose, para captura de antigénios de rotavírus 
(VP6 da cápside) presentes na amostra de fezes. Estes, quando da aplicação da amostra, 
reagem com anticorpos contra rotavírus conjugados com um corante presente no ponto 
de aplicação. Os complexos antigénio-anticorpo corados migram por capilaridade até à 
zona dos anticorpos de captura que, ao concentrarem aqueles complexos, dão origem à 











2.5. Genotipagem de Rotavírus 
 
A identificação dos genótipos de rotavírus decorreu de acordo com o algoritmo 
esquematizado na Figura 2.4. Resumidamente, no caso das amostras positivas para 
rotavírus por teste rápido procedeu-se à extração de RNA, síntese de Ácido 
Desoxirribonucleico complementar (cDNA) a partir do RNA extraído (transcrição 
reversa), amplificação por Polymerase Chain Reaction (PCR) de sequências dos genes 
para VP4 e VP7 (genótipos P e G, respetivamente) usando primers genéricos numa 
primeira reação, seguido de primers específicos de genótipo numa segunda reação 
(hemi-nested PCR) e análise dos produtos de amplificação. Ainda, para confirmação dos 
resultados de genotipagem obtidos por este método e para genotipagem de estirpes não 
tipáveis (ausência de bandas na segunda reação ou presença de múltiplas bandas) 
procedeu-se à sequenciação do produto da primeira reação e análise das sequências 
obtidas. O cDNA das amostras que deram origem a testes rápidos positivos mas que não 
geraram produtos na primeira reação de PCR foi usado para amplificação de sequências 




















Figura 2.4. Fluxograma do procedimento usado na genotipagem de rotavírus. (+) Amplificação 
Positiva e (-) Amplificação Negativa, resultado das PCR`s. As setas a tracejado representam algumas 
amostras enviadas para sequenciação de forma a serem confirmados os genótipos determinados por 
hemi- nested multiplex PCR. 
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2.6. Extração de RNA 
 
 O RNA viral foi extraído a partir de uma suspensão de aproximadamente 10% 
de fezes (100µl de amostra líquida ou uma porção do tamanho de uma ervilha de uma 
amostra sólida) em 1 mililitro (ml) de meio de cultura Minimum Essential Medium 
(Gibco Life Technologies, Reino Unido). 
 Na extração de RNA usou-se o kit INSTANT Virus RNA (BIOMETRA, Analytik 
Jena, Alemanha) seguindo o protocolo indicado para isolamento de RNA viral a partir 
de fluidos do corpo sem células. Iniciou-se o protocolo com a adição de 450 µl de 
solução de lise, com tiocianato de guanidina, a tubos de extração devidamente 
identificados contendo 150 µl de amostra. De seguida, os conteúdos dos tubos foram 
homogeneizados e mantidos 15 minutos à temperatura ambiente, período durante o qual 
foram submetidos quatro vezes a agitação com vortex. Nesta etapa, existe disrupção dos 
viriões presentes na amostra, com proteção do RNA viral da degradação pelas 
ribonucleases (RNases). Os tubos foram rapidamente centrifugados e adicionada 
solução de ligação RBS que proporciona as condições necessárias para a ligação do 
RNA às colunas. Após mistura com vórtex, as amostras foram transferidas, por duas 
vezes, para colunas (spin filters) adaptadas a tubos coletores devidamente identificados, 
seguindo-se a cada transferência uma centrifugação a 10 000 força g (x g), 1 minuto. A 
remoção de contaminantes ligados inespecificamente à coluna foi realizada através da 
lavagem das colunas, por adição de soluções de lavagem com etanol. Este processo foi 
realizado em duas fases, a primeira com adição de 500 µl de uma solução com elevada 
concentração de sal (solução HS) e a seguir com adição de 650 µl de uma solução com 
baixa concentração de sal (solução LS), seguindo-se uma centrifugação a 10 000x g, 1 
minuto. Para a remoção total do etanol os tubos foram submetidos a uma centrifugação 
de 16 000x g, 2 minutos. Por fim, as colunas são transferidas para tubos de eluição, 
devidamente identificados, sendo a eluição efetuada com 60 µl de água sem RNases. Os 
tubos permaneceram durante 2 minutos à temperatura ambiente e, posteriormente foram 
centrifugados a 5000x g, 1 minuto. Este processo reduz a presença de inibidores das 
enzimas da Transcrição Reversa - Reação em Cadeia da Polimerase - (RT-PCR) e 
inativa irreversivelmente as RNases provenientes das amostras de fezes (51).  
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O RNA eluído em 60 µl, foi distribuído por dois microtubos livres de RNases e 
Desoxirribonucleases (DNases), em alíquotas de 27 µl e 33 µl de seguida armazenadas, 
respetivamente, a -20 graus Celsius (°C) para serem utilizadas a curto prazo ou a -80ºC 
para uma conservação prolongada.  
 
2.7. Transcrição Reversa 
 
 A síntese de cDNA a partir do dsRNA viral, que servirá de matriz (template) na 
amplificação subsequente por PCR, foi realizada com o kit RevertAid Premium First 
Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EUA), 
este possui uma enzima Transcriptase Reversa (RT) (200U/μl), um Tampão de reação 
RT (5x), uma mistura de trifosfatos de desoxirribonucleotídeos (dNTPs) (10 milimolar 
(mM)) e hexâmeros aleatórios (0,2 microgramas (μg)/ μl). A preparação da enzima 
inclui um inibidor de RNases que protege o RNA da degradação. 
 O processo inicia-se com a adição a cada alíquota de 27 µl de dsRNA, extraído 
anteriormente, de 2 µl da solução de hexâmeros aleatórios, seguindo-se a desnaturação 
dos ácidos nucleicos a 97ºC durante 5 minutos e arrefecimento em gelo durante, no 
mínimo, 2 minutos. A síntese de cDNA é efetuada com a adição de uma mistura de 2 µl 
da solução de dNTPs, 8 µl de tampão de RT e 2 µl da enzima RT. A reação foi iniciada 
com emparelhamento dos hexâmeros a 25ºC, 10 minutos, seguido do passo de 
transcrição reversa a 50ºC, 30 minutos, e inativação da enzima a 85ºC, 5 minutos, 
usando o termociclador iCycler (Bio-Rad, EUA). O cDNA transcrito foi posteriormente 
armazenado a -20ºC ou a -80ºC. 
 
2.8. Preparação de primers 
 
 Os primers, oligonucleótidos sintéticos iniciadores, utilizados para a 
amplificação das regiões codificantes das proteínas VP4, VP7 e VP6 de rotavírus, a 
partir do RNA viral, por RT-PCR, estão descritos nas tabelas 2.1, 2.2 e 2.3, 
respetivamente. Nestas tabelas são indicadas as sequências oligonucleotídicas, a sua 
localização no genoma viral e tamanho esperado do amplicão. Alguns primers 
utilizados neste estudo, VP6-F, VP6-R, G9, G10, VP4-F, 1T-1D (P[8]), apresentam 
degenerações (Y=T/C, R=G/A, N=A/T/C/G).  
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Todos os primers foram sintetizados e purificados pela empresa STABvida 
(Caparica, Portugal). A sua preparação, a partir do produto liofilizado, foi realizada em 
câmara de fluxo laminar. Cada um do primers foi hidratado com água (H2O) sem 
nucleases, para uma concentração final de 200 picomoles (pmol)/µl. Posteriormente, as 
soluções stock dos primers foram diluídas para soluções de trabalho a 20 pmol/µl, sendo 
mantidas a -20ºC. 
 
2.9. Hemi-Nested Multiplex PCR 
 
A genotipagem realizou-se por hemi-nested multiplex PCR a partir do cDNA 
transcrito anteriormente (51). Este protocolo inclui a realização de duas reações de PCR 
sequenciais em que o produto da primeira reação é usado como molde na segunda 
(nested). De forma que os rotavírus fossem classificados duplamente em relação aos 
genótipos G e P, foi necessário amplificar em separado as sequências nucleotídicas que 
codificam para as proteínas VP7 e VP4. Esta duplicação deve-se ao facto dos genes 
codificantes destas proteínas estarem em segmentos genómicos diferentes sendo 
segregados de forma independente. 
Na primeira PCR utiliza-se um par de primers externos específicos, designados 
de forward (F) e reverse (R), para amplificar uma sequência parcial do gene de VP4, 
nucleótidos 132-795, ou uma sequência parcial do gene de VP7, nucleótidos 51-932. 
Estes primers estão descritos nas Tabelas 2.1 e 2.2.  
Na segunda amplificação é utilizado o produto da 1ª PCR, a que se junta um 
primer externo da reação anterior (F ou R, respetivamente para VP4 e VP7), consoante 
a sequência genética a amplificar, e uma mistura de primers internos específicos de 
genótipos individuais, que amplificam sequências de tamanho distinto e bem definido, 
correspondentes aos principais genótipos G ou P circulantes. Estes primers internos 
possuem polaridade oposta ao primer externo utilizado (Figura 2.5).  
 Para a realização da reação foi utilizado o kit DreamTaq DNA Polymerase 
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EUA), contendo a enzima 
DreamTaq DNA Polymerase (5U/µl), Tampão DreamTaq (10x), dNTPs (10mM), 
MgCl2 (20mM) e H2O livre de nucleases. Tendo sido utilizada a mesma metodologia 





2.9.1. Amplificação por PCR 
Na primeira PCR adicionou-se 2,5 μl de cDNA a uma mistura contendo 18,4 μl 
H2O sem nucleases, 2,5μl de Tampão Taq (10x), 0,5μl de dNTPs (10mM), 0,5 μl dos 
primers externos respetivos à sequência (VP4-F/VP4-R ou VP7-F/VP7-R) (20 pmol/μl) 
e 0,125 μl de Dream Taq Polimerase (5U/μl). A mistura de reação (volume total de 25 
µl) foi homogeneizada com vortex, centrifugada brevemente e transferida para o 
termociclador iCycler (Bio-Rad, EUA). 
As condições de amplificação consistiram num ciclo de desnaturação inicial de 2 
minutos a 94ºC, seguido de 35 ciclos de amplificação compostos por desnaturação a 
94ºC 1 minuto, hibridação dos oligonucleótidos 1 minuto a 50ºC (ou 52ºC no caso da 
reação de amplificação da sequência parcial de VP7) e extensão 1 minuto a 72ºC. No 
final realizou-se mais um ciclo de extensão durante 7 minutos. 
Os produtos amplificados resultantes das sequências parciais de VP4 e VP7 
deverão possuir um tamanho de 663 pb e 881pb, respetivamente. A análise destes foi 
efetuada através eletroforese em gel de agarose. 
Na segunda PCR o volume final da reação foi de 25 μl, sendo transferidos 1,0 μl 
e 2,5 μl do produto da 1ª de PCR das sequências de VP4 e VP7, respetivamente, para a 
nova mistura de reação. A mistura de reação da 2ª PCR difere da primeira 
essencialmente no que respeita aos primers usados.  
Figura 2.5. Diagrama das posições dos primers nas sequências codificantes de A) VP7 e B) VP4, 




Para a genotipagem do gene de VP4 adiciona-se 0,5 μl do primer externo VP4-F e 0,5 
μl de cada um dos primers P[4], P[6], P[9], P[10], P[11] e 1,0 μl de P[8]. Na 
genotipagem do gene de VP7 adiciona-se 0,5 μl do primer externo VP7-R e 0,5 μl de 
cada G1, G2, G3, G4, G8, G9, G10 e G12. 
As condições de amplificação consistiram numa desnaturação de 4 minutos a 
94ºC, 30 ciclos de amplificação consistindo em 94ºC 1 minuto, 45ºC 2 minutos (ou a 
42ºC no caso da reação de amplificação da sequência parcial de VP7) e 72ºC 1 minuto. 
No final realizou-se um ciclo de extensão 7 minutos a 72ºC. 
Os genótipos P e G forem identificados através do padrão eletroforético em gel 
de agarose formado pelos diferentes fragmentos nucleotídicos amplificados descritos 



















VP4-F  5`TATGCTCCAGTNAATTGG 3` 
663pb 
nt 132-149  





2T-1 (P[4])  5`CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC 3` 362pb nt 474-494  
3T-1 (P[6])  5`TGTTGATTAGTTGGATTCAA 3` 146pb nt 259-278  
1T-1D (P[8])  5`TCTACTGGRTTRACNTGC 3` 224pb nt 339-356  
4T-1 (P[9])  5`TGAGACATGCAATTGGAC 3` 270pb nt 385-402  
5T-1 (P[10])  5`ATCATAGTTAGTAGTCGG 3` 462pb nt 575-594  
P[11]  5`GTAAACATCCAGAATGTG 3` 191pb nt 305-328  
σ Simmonds MK et al., 2008 (85); # Iturriza Gómara et al., Clinical 2004 (86). nt = nucleótidos e pb = 
pares de bases. 
Tabela 2.1. Primers utilizados para a 1ª e 2ª reações de amplificação da região codificante da 
proteína VP4 
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2.10. Amplificação por PCR da Sequência Nucleotídica Parcial de 
VP6 
 
 A reação de PCR, realizada para detetar a presença de ácidos nucleicos de 
rotavírus, baseia-se na amplificação de um fragmento de cDNA de 379 pb, usando 
como matriz uma sequência nucleotídica do gene 6 (nucleótidos 747-1125), que 
codifica parte da proteína VP6 da cápside dos rotavírus do grupo A (Tabela 2.3). 
A mistura de reação (volume total 25 μl) com concentrações de tampão, dNTPs 
e polimerase Taq idênticas às anteriormente descritas, contém 0,5 μl de cada um dos 
primers VP6-F e VP6-R (20pmoles/μl), e 2,5 μl de cDNA. A reação processa-se com 
uma desnaturação inicial de 2 minutos a 94ºC, seguida de 35 ciclos de amplificação 
consistindo nos passos de 94ºC, 1 minuto; 55ºC, 1 minuto; 72ºC, 1 minuto. No final 
realiza-se mais um ciclo de extensão 7 minutos a 72ºC. A análise do produto 
amplificado foi feita por eletroforese em gel de agarose, esperando-se uma banda de 
379 pb.  
 
 









VP7-F 5`ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACC AC 3` 
 
881pb 
nt 51-71  







aBT1 (G1 ) 5`CAA GTA CTC AAA TCA ATG ATG G 3` 618pb nt 314-335  
aCT2 (G2) 5`CAA TGA TAT TAA CAC ATT TTC TGT G 3` 521pb nt 411-435  
G3 5`ACG AAC TCA ACA CGA GAG G 3` 682pb nt 250-269 
aDT4 (G4) 5`CGT TTC TGG TGA GGA GTT G 3` 452pb nt 480-499  
aAT8 (G8) 5`GTC ACA CCA TTT GTA AAT TCG 3` 754pb nt 178-198  
G9 5`CTT GAT GTG ACT AYA AAT AC 3` 179pb nt 757-776  
G10 5`ATG TCA GAC TAC ARA TAC TGG 3` 266pb nt 666-687 
G12 5`CCG ATG GAC GTA ACG TTG TA 3` 387pb nt 548-567  
# Iturriza Gómara et al., 2004 (86); * Bamerjee I. et al., 2007 (87) nt = nucleótidos e pb = pares de 
bases. 
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Tabela 2.3. Primers utilizados para a amplificação da região codificante da proteína VP6 
 
β Iturriza Gómara et al., 2002 (70). nt = nucleótidos e pb = pares de bases. 
 
2.11. Eletroforese em Gel de Agarose 
 
 A análise dos produtos obtidos por PCR e hemi-nested multiplex PCR foi 
realizada por eletroforese em gel de agarose, correndo paralelamente marcadores de 
tamanhos moleculares (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, Massachusetts, EUA), seguida da observação do gel sob luz ultravioleta.  
Foram utilizados géis de agarose (SIGMA, Missouri, EUA) a 2% em tampão 
Tris-Acetato-EDTA (TAE 0,5X) (0,02 M Tris-Acetato, 0,5 mM 
Etilenodiaminatetracetato (EDTA) (pH 8,0) contendo brometo de etídio (0,5 μg/ml). 
Em cada poço aplicou-se 8 μl do produto de PCR misturados com 3 μl de 
tampão de aplicação (0,25% (p/v) de azul de bromofenol, 40% (p/v) sacarose). Usando 
TAE (0,5x) como eletrólito, a eletroforese decorreu a uma voltagem constante de cerca 
de 80 volts, 3 a 4 horas. No final procedeu-se à observação do gel sob luz ultravioleta, e 
à captura de imagem com o equipamento Gel-Doc XR da Bio-Rad (Califórnia, EUA). 
 
2.12. Sequenciação de Produtos de PCR e Análise das Sequências 
   
A purificação e sequenciação do DNA amplificado na primeira reação de PCR 
foi realizada pela empresa STABvida (Caparica, Portugal). Na sequenciação dos 
fragmentos dos genes que codificam para VP4 e VP7 usaram-se os primers VP4-F e 
VP7-R, respetivamente. O método usado baseou-se na técnica de terminação de cadeias 
com didesoxirribonucleótidos, descrito originalmente por Sanger et al., 1977, incluído 
num protocolo de sequenciação automática. Os cromatogramas correspondentes às 
diferentes reações de sequenciação foram analisados e as sequências nucleotídicas 
correspondentes corrigidas manualmente através do programa BioEdit Sequence 
Alignment Editor (www.mbio.ncsu.edu/biEdit/bioedit.html).  







VP6-F 5`GACGGVGCRACTACATGGT 3` 
379 pb 
nt 747-766  
VP6-R 5`GTCCAATTCATNCCTGGT G 3` nt 1106-1126  
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Recorrendo ao programa Nucleotide Basic Local Alignment and Search Tool (BLAST) 
(site:www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), as sequências editadas resultantes foram sujeitas a 
uma pesquisa de homologia com sequências depositadas na base de dados do National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) e determinado o genótipo viral mais 
provável das sequências de rotavírus em estudo através da percentagem de semelhança 
com as sequências das bases de dados de genótipos conhecidos.  
Para confirmar os resultados de genotipagem obtidos por pesquisa de 
homologias e aferição de relações filogenéticas entre as sequências nucleotídicas dos 
rotavírus estudados com as sequências de rotavírus de bases de dados internacionais, 
foram construídas árvores filogenéticas para os genes VP4 e VP7. Para tal, as 
sequências nucleotídicas obtidas foram alinhadas com sequências de referência para os 
diferentes genótipos de RVA e com sequências de rotavírus circulantes em países 
vizinhos, disponíveis na base de dados GenBank usando o programa ClustalW a partir 
do programa BioEdit Sequence Alignment Editor. O alinhamento múltiplo editado foi 
usado na construção de árvores filogenéticas produzidas e visualizadas através do 
software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA), versão 5.0 (79), usando o 
método de Neighbor-Joining, (NEIGHBOR, Phylip Package v.3.68) e o modelo de 2 
parâmetros de Kimura. A robustez da inferência filogenética decorreu da análise de 
bootstrap de 1000 replicados.  
 
2.13. Análise Estatística 
 
Os dados epidemiológicos foram analisados com recurso ao programa SPSS, 
versão 21.0 (SPSS, Chicago, USA). A análise e comparação das variáveis foi efetuada 
com recurso aos testes Qui-quadrado, T-test e o teste exato de Fisher tendo sido 
considerado o limite de significância estatística de 5% (p <0,05).  
O cálculo da escala de gravidade dos episódios de diarreia teve por base o 
sistema de pontuação de 20 pontos como descrito em Nakagomi et al. (41). A 
pontuação foi atribuída segundo a duração da diarreia, em dias: < 2 = 1 ponto, 2-4 = 2 
pontos, >4 = 3 pontos; número de episódios de diarreia, em 24h: 3 = 1 ponto, 4-5 = 2 
pontos, >5 = 3 pontos; duração dos vómitos, em dias: 1-2 = 2 pontos, ≥ 3 = 3 pontos; 
número de episódios, em 24h: 1 = 1 ponto, 2 = 2 pontos, ≥ 3 = 3 pontos; desidratação: 
ausência = 0 pontos, clinicamente significativo = 2 pontos; febre: <37,6 ºC = 0 pontos, 
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37,6 ºC-38,6 ºC = 2 pontos, > 38,6 ºC = 3 pontos; nível de atividade: normal = 0 pontos, 
reduzida = 3 pontos. Os indicadores de malnutrição foram calculados com o auxílio do 
programa WHO Anthro, disponibilizado no site da OMS, com base nas características 
antropométricas, como a idade, o peso e a altura das crianças inquiridas.  
Tendo sido avaliado o estado de subnutrição através do peso em relação à idade, 
o estado de malnutrição crónica pela altura em relação à idade e o estado de malnutrição 
aguda de acordo com o peso em relação à altura. Segundo os critérios da OMS, as 
crianças são consideradas malnutridas se o valor de Z-scores < -2 desvio padrão 
(standard deviations - SD) em relação aos valores considerados normais, e gravemente 















































3.1. Caracterização Demográfica e Clínica da População 
Estudada 
 
No estudo da infeção por rotavírus na região de Huambo foram incluídas e 
inquiridas 246 crianças com sintomas característicos de gastroenterite aguda de 6 
instituições de saúde (Tabela 3.1). A todas as crianças que participaram no estudo foi 
realizado um inquérito demográfico e clínico (Anexo 6.2). No entanto, dos 246 
inquéritos realizados só se conseguiu ter acesso a 95, correspondendo a 38,6% da 
amostragem. 
 
Em termos demográficos, 62,1% (59/95) das crianças vivia em áreas rurais e 
37,9% (36/95) morava no meio urbano. A percentagem de rapazes inquiridos foi 
superior à de raparigas (60% e 40%, respetivamente). A idade média da amostragem é 
de 9 meses, variando entre 1 mês e 27 meses, sendo que a maior prevalência de 
gastroenterite foi observada em crianças na faixa etária dos 7-12 meses (47,4%) e 
somente 18,9% possuía mais de 12 meses (Tabela 3.2). Em relação à alimentação, 
verificou-se que 88,1% das crianças eram alimentadas por amamentação conjuntamente 
com outro tipo de alimentos, sendo que a percentagem de crianças exclusivamente 
amamentadas era de 11,9% e apenas 5,3% não estava a ser amamentada (Tabela 3.3).  
Instituição de Saúde Número de Crianças (nº inquéritos disponíveis)  
Hospital Municipal de Alto-Hama  26 (12) 
Hospital Municipal de Bailundo  43 (18) 
Hospital Municipal de Caála 100 (34) 
Centro de Saúde de Casseque III  11 (11) 
Centro de Saúde Materno Infantil de Mineira 57 (11) 
Centro de Saúde de Calenga  9 (9) 
Total 246 (95) 
Tabela 3.1. Distribuição das crianças inquiridas por instituição de saúde na região do 
Huambo, Angola (2012). 
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Tabela 3.2. Características demográficas da população alvo e relação com a infeção por rotavírus 
no Huambo, Angola (2012). 
Tabela 3.3. Características da alimentação da população alvo e relação com a infeção por rotavírus no 
Huambo, Angola (2012). 
 





a) Foi utilizado o teste estatístico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar o valor de 
significância dos mesmos. 
b) Para uma criança não se esclareceu se estava a ser a amamentada. 
c) Em 5 crianças não se esclareceu se estavam a ser exclusivamente amamentadas ou se ingeriam outros alimentos. 
Variáveis Categorias 
Nº de Crianças  
(n= 95), n (%) 
Rotavírus +  
(n= 49), n (%)  
Rotavírus –  




Masculino  57 (60,0) 29 (50,9) 28 (49,1) 
0,867 
Feminino 38 (40,0) 20 (52,6) 18 (47,4) 
Idade (meses) 
 
0-6 32 (33,7) 19 (59,4) 13 (40,6) 
0,560 
7-12 45 (47,4) 23 (51,1) 22 (48,9) 
13-24 16 (16,8) 6 (37,5) 10 (62,5) 




Urbano 36 (37,9) 14 (38,9) 22 (61,1) 
0,053 
Rural 59 (62,1) 35 (59,3) 24 (40,7) 
Variáveis Categorias 
Nº de Crianças  
n (%) 
Rotavírus +  
n (%)  
Rotavírus –  
n (%)  
Valor_p a) 
A criança está a ser 
amamentada?  
(n= 94) b) 
Sim 89 (94,7) 46 (51,7) 43 (48,3) 
 
0,674  
Não 5 (5,3) 2 (40,0) 3 (60,0) 
 
Se SIM, durante a 
amamentação comeu 
outros alimentos? 












10 (11,9) 4 (40,0) 6 (60,0) 
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Tabela 3.4. Características clínicas da população com gastroenterite aguda e relação com a infeção 
por rotavírus no Huambo, Angola (2012). 
As crianças apresentavam um quadro clínico considerável, sendo que 94,7% 
tinha diarreia, com duração e frequência médias de 3,9 dias e 3,7 episódios em 24h, 
respetivamente, e 81,5% tinha vómitos com duração e frequência médias de 2,8 dias e 
2,8 episódios por dia, respetivamente (Tabelas 3.4 e 3.5). Uma percentagem 
significativa das crianças (75,0%) manifestou diarreia e vómitos. No entanto, só 9,9% 
das mesmas apresentou uma temperatura axial igual ou superior a 37,6 °C (Tabela 3.4). 
Relativamente ao estado de desidratação das 85 crianças avaliadas, observou-se que 
43,5% não apresentava qualquer característica de desidratação, em 30,1% identificou-se 
uma desidratação ligeira, em 25,3% moderada e em 2,4% um índice de desidratação 
grave (Tabela 3.4). O estado de atividade das crianças também foi analisado como 
“Normal” ou “Reduzido”, tendo sido considerado “Normal” em 63,1% e como 




a) Foi utilizado o teste estatístico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar o valor de 
significância dos mesmos. 
b) Foi utilizado o teste estatístico do Qui-quadrado para o cruzamento de dados e para determinar o valor de 





(n= 49), n (%) 
Rotavírus – 
(n=46) n (%) 
Valor_p 
Temperatura 
Axial (n= 81)  
< 37,6°C 73 (90,0) 39 (79,6) 34 (73,9) 
0,290 a) 
≥ 37,6°C 8 (9,9) 6 (12,2) 2 (4,3) 
Diarreia 
(n= 95) 
Sim 90 (94,7) 44 (89,8) 46 (100,0) 
0,057 a) 
Não 5 (5,3) 5 (10,2) 0 (0,0) 
Vómitos 
(n= 92)  
Sim 75 (81,5) 44 (89,8) 31 (67,4) 
0,002 b) 
Não 17 (18,5) 3 (6,1) 14 (30,4) 
Desidratação 
(n=85)  
Sim 48 (56,5) 27 (55,1) 21 (45,7) 
0,234 b) 
Não 37 (43,5) 16 (32,7) 21 (45,7) 
Atividade 
(n=84)  
Normal 53 (63,1) 22 (44,9) 31 (67,4) 
0,143 b) 
Reduzida 31 (36,9) 18 (36,7) 13 (28,3) 
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Tabela 3.6. Pontuação média da gravidade dos sintomas clínicos na população alvo em 






























a) Foi utilizado o teste estatístico T-Student para comparar valores médios e para determinar o valor de significância 
dos mesmos. 




Média por Nº 
Crianças 
Rotavírus + Rotavírus – Valor_p a) 
Temperatura Axial ≥37ºC   










Duração média (dias) 









3,7 3,7 3,6 0,677 
Vómitos  
Duração média (dias) 









2,8 3,1 2,4 0,042 
Variáveis Categorias 




< 6 meses 12,86 
0,723 7 – 12 meses 11,95 





Tabela 3.5. Duração e frequência médias das características clínicas da população alvo e 
relação com a infeção por rotavírus no Huambo, Angola (2012). 
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Ao avaliar-se a relação entre a gravidade dos sintomas e a idade das crianças 
incluídas no estudo, as crianças com idade igual ou inferior a 6 meses apresentavam 
uma gravidade média dos sintomas mais elevada (12,86 pontos, p= 0,736), quando 
comparadas com outras faixas etárias, mas estes resultados não são estatisticamente 
significativos pois só foi possível calcular a pontuação de gravidade dos sintomas para 
42 crianças (Tabela 3.6). 
Efetuou-se uma avaliação do estado nutricional das crianças e constatou-se que a 
maioria (69,3%) apresentava peso normal para a idade, mas 20,2% tinha peso baixo em 
relação à idade (Z < -2 SD) e 10,7% mostrava um estado de subnutrição grave (Z < -3 
SD) (Tabela 3.7). Encontrou-se também que 50,7% tinha estatura normal para a idade, 
mas 21,3% possuía estatura baixa para a idade (Z < -2 SD) e 28,0% apresentava um 
índice de malnutrição crónica (Z < -3 SD). Os valores de malnutrição crónica 
provavelmente devem-se a um défice nutritivo contínuo que condicionou o crescimento 
normal destas crianças. Quando comparado o peso das crianças relativamente à altura, 
verificou-se que 84,0% possuía um peso normal, somente 4,0% possuía peso baixo e 
um estado de malnutrição aguda moderada (Z < -2 SD), sendo que 12,0% apresentavam 
um índice de malnutrição aguda grave (Tabela 3.7). Em relação à idade observou-se que 
os índices de malnutrição são mais prevalentes em crianças com idade inferior a 12 














Tabela 3.7. Indicadores de malnutrição e relação com a infeção por rotavírus em crianças 




















Nº Crianças  
(n=75), n (%) 
Rotavírus + 
(n=41), n (%) 
Rotavírus – 
 (n= 34), n (%) 
Valor_ p a) 
 
Peso vs Idade 
Z > -2 SD 
-3 SD < Z < -2 SD 
Z < -3 SD 
52 (69,3) 29 (55,8) 23 (44,2) 
 
0,563 
15 (20,0) 9 (60,0) 6 (40,0) 
8 (10,7) 3 (37,5) 5 (62,5) 
 
Altura vs Idade 
Z > -2 SD 
-3 SD < Z < -2 SD 
Z < -3 SD 
38 (50,7) 20 (52,6) 18 (47,4) 
 
0,777 
16 (21,3) 10 (62,5) 6 (37,4) 
21 (28,0) 11 (52,3) 10 (47,6) 
 
Peso vs Altura 
Z > -2 SD 
-3 SD < Z < -2 SD 
Z < -3 SD 
63 (84,0) 33 (52,4) 30 (47,6) 
 
0,660 
3 (4,0) 2 (66,6) 1 (33,3) 
9 (12,0) 6 (66,6) 3 (33,3) 
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3.2. Prevalência da Infeção por Rotavírus 
 
A pesquisa de antigénios de rotavírus, nas 246 amostras de fezes colhidas, foi 
realizada em Angola através de um teste rápido imunocromatográfico. Em Portugal, 
efetuaram-se testes confirmatórios de uma série de amostras com resultados negativos 
(n=44) e inválidos (n=2) provenientes de Angola. A repetição dos testes confirmou os 
resultados negativos e os 2 resultados inválidos deram origem a resultados negativos. 
Assim, de entre as 246 amostras foram identificadas 92 positivas para rotavírus e 154 
negativas, resultando numa prevalência média de 37,4% da infeção por rotavírus entre 
as amostras colhidas nos concelhos incluídos no estudo. As prevalências variaram entre 
um valor máximo de 72,7% observado entre as amostras colhidas no Centro de Saúde 
























Figura 3.1. Distribuição da prevalência da infeção por rotavírus de acordo com os locais de colheita 
de amostras em Huambo, Angola (2012). 
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3.3. Caracterização Epidemiológica da Infeção por Rotavírus 
 
 Dos 95 inquéritos analisados, 49 correspondiam a crianças infetadas com 
rotavírus, diagnosticadas por teste rápido imunocromatográfico, e 46 a crianças com 
gastroenterite devida a outro agente etiológico não identificado. 
O número de casos de gastroenterite observado foi maior entre os rapazes 
(60,0%), mas a infeção por rotavírus afetou igualmente os dois géneros (Tabela 3.2). A 
infeção por rotavírus foi encontrada em todos os grupos etários, ainda que com 
frequências diferentes. Assim, verificou-se ser mais comum em crianças com ≤6 meses, 
mas a diferença não tem significado estatístico (59,4%, p= 0,560). Por outro lado, as 
crianças residentes em áreas rurais tinham maior probabilidade de ter GEA (62,1%) e de 
esta ser causada por rotavírus (59,3%, p= 0,053) que as crianças que vivem na cidade 
(Tabela 3.2). Em relação à alimentação, a prevalência de rotavírus é semelhante entre o 
grupo de crianças exclusivamente amamentadas e as que não eram amamentadas. 
Clinicamente, 89,8% das crianças infetadas com rotavírus tinha vómitos e 
verificou-se que estas tinham maior probabilidade de ter vómitos, quando comparadas 
com crianças infetadas por outro agente (67,4%, p= 0,002), e com uma maior frequência 
de episódios (3,1x/dia vs. 2,4x/dia, p= 0,042) (Tabelas 3.4 e 3.5). Observou-se ainda 
que cinco (10,2%) das crianças infetadas com rotavírus tinham vómitos mas não 
diarreia (Tabela 3.4). Ainda que em número reduzido (n=5), registou-se uma maior 
percentagem de crianças infetadas com rotavírus com uma temperatura axial ≥37,6 °C, 
comparativamente com as crianças com diarreia de outra etiologia (10,2% vs. 4,3%, p= 
0,033). Apesar da diferença não ser estatisticamente significativa (p= 0,234), 55,1% das 
crianças infetadas com rotavírus possuía desidratação e 36,7% níveis de atividade 
reduzida (Tabela 3.4). Quando se considera a escala de Nakagomi, constata-se que a 
gravidade dos sintomas é independente do tipo de infeção, mas estes resultados podem 
não ser significativos por abrangerem uma pequena parte da amostragem (Tabela 3.6).  
Igualmente, a comparação dos índices de malnutrição com a infeção por rotavírus não 




3.4. Genótipos de rotavírus determinados por hemi-nested 
multiplex PCR 
 
 Para as 92 amostras de fezes positivas para rotavírus por teste rápido procedeu-
se à extração do RNA, retrotranscrição do mesmo para cDNA e determinação dos 
genótipos G (gene de VP7) e P (gene de VP4) através de um ensaio de hemi-nested 
multiplex PCR e análise do produto de amplificação por eletroforese em gel de agarose. 
No anexo 3 estão descritos, para as amostras individuais, os resultados obtidos na 1ª e 2ª 
reação da hemi-nested multiplex PCR com base no tamanho dos fragmentos 
amplificados. 
 
3.4.1. Genótipos G 
Na 1ª reação de amplificação da sequência nucleotídica parcial do gene de VP7, 
em 90 amostras conseguiu-se visualizar um produto com uma mobilidade eletroforética 
compatível com o fragmento esperado de ~880 pb. Não se observou produto de 
amplificação para as amostras 8 e 28. Este facto pode refletir uma quantidade baixa de 
RNA viral, por exemplo devido a degradação, ou estirpes virais geneticamente 
divergentes em que não é possível a hibridação dos primers usados. 
Na 2ª reação de PCR, em 89 amostras obtiveram-se produtos de amplificação 
(Figura 3.2). No entanto, em apenas 86 estes produtos possuíam dimensões 
correspondentes a genótipos específicos (Tabela 2.2, Capítulo 2- Materiais e Métodos). 
Assim, as amostras 4, 5 e 28, para as quais não se conseguiu obter banda com tamanho 
correspondente a um genótipo, foram consideradas não tipáveis (Gnt). Por outro lado, 
para as amostras 33, 39, 45, 71, 85 e 89 obtiveram-se 2 ou 3 bandas correspondentes a 
vários genótipos G que podem sugerir infeções por múltiplos genótipos (Gmix) (Anexo 
6.3). Para além destas bandas, na maioria das amostras, surge um par de bandas 
adicionais, a maior das quais com tamanho compatível com o produto da 1ª reação de 
PCR e a outra com 750-780 pb devendo resultar de amplificação inespecífica, 




A Figura 3.2 mostra em três imagens (A, B e C) fotografias do padrão de 
mobilidade eletroforética dos produtos da 2ª reação de PCR. Cada imagem inclui 4/5 
géis e em cada gel está incluído um marcador de tamanhos moleculares, produtos de 7 










































A análise dos géis revelou para 79,4% dos produtos a presença de uma banda 
compatível com um fragmento de 618 pb específico do genótipo G1. Também foram 
identificados produtos com tamanhos correspondentes aos genótipos G2, G4, G9 e G12 
em percentagens entre 1,0% e 5,0% (Figura 3.3). Algumas amostras (n=6, 7%) deram 
origem a um padrão compatível com a presença de múltiplos genótipos G (G1/G2/G12, 












Figura 3.3. Representação gráfica da prevalência dos genótipos G de rotavírus identificados por hemi-
nested multiplex PCR, em crianças <5 anos do Huambo, Angola (2012). 
Figura 3.2. Padrão eletroforético dos produtos da 2ª reação de hemi-nested multiplex PCR, em 3 
imagens A, B e C, para identificar os genótipos G de rotavírus a partir da amplificação do fragmento 
genómico codificador da VP7. A) Amostras de 1 a 34 (17 e 20 surgem no último gel); B) Amostras de 
35 a 62; C) Amostras de 63 a 92, 17 e 20. M = Marcador de tamanhos moleculares GeneRuler 100 bp 
Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific; B = Controlo negativo.  
C) 
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3.4.2. Genótipos P 
Na 1ª reação de amplificação da sequência nucleotídica parcial do gene de VP4, 
para 87 amostras obteve-se um produto com mobilidade eletroforética compatível com 
o tamanho esperado de 663 pb. Em cinco amostras 8, 18, 21, 36 e 43 não se observou 
produto de amplificação, provavelmente devido a quantidade insuficiente de RNA viral 
na amostra, uma vez que todas as amostras deram origem a produtos na 2ª reação de 
PCR.  
Quando da comparação do tamanho dos produtos obtidos na 2ª reação de PCR 
com as dimensões dos amplicões específicos dos diferentes genótipos P (Tabela 2.1, 
Capítulo 2- Materiais e Métodos), apenas em 74 amostras (80,4%) foi possível 
estabelecer correspondência. De entre estas, para 49 obtiveram-se bandas compatíveis 
com a presença de 2 ou mais genótipos P diferentes (e.g. P[4]/P[6], P[4]/P[8], P[6]/P[8], 
P[8]/P[9], P[8]/P[10], P[6]/P[10], P[6]/P[8]/P[11] ) (Anexo 6.3). Em 18 amostras 8, 9, 
36, 39, 47, 58, 59, 60, 61, 64, 66, 76, 83, 84, 85, 86, 88 e 90 não se conseguiu identificar 
bandas com tamanho correspondente a um genótipo 
A Figura 3.4 mostra em três imagens (A, B e C) as fotografias obtidas da 
migração dos produtos de genotipagem P. Cada imagem inclui 4/5 géis e em cada gel 
estão incluídos um marcador de tamanhos moleculares, produtos de 7 ou 8 amostras e 












































Figura 3.4. Padrão eletroforético dos produtos da 2ª reação hemi-nested multiplex PCR, em 3 
imagens A, B e C, para identificar os genótipos P a partir da amplificação do fragmento genómico 
codificador da VP4. A) Amostras 1 a 34 (17 e 20 aparecem no último gel); B) Amostras 35 a 62; C) 
Amostras 63 a 92, 17 e 20. M = Marcador do tamanho molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA 




Uma característica geral do padrão eletroforético obtido quando da determinação 
do genótipo P das mostras estudadas é a multiplicidade e heterogeneidade de bandas 
observadas. Na maioria das amostras, para além de uma primeira banda com um 
tamanho aproximado de 660 pb, correspondendo provavelmente ao produto da 1ª 
reação, são observadas várias outras bandas sem correspondência de tamanho com um 
genótipo P resultantes de amplificação inespecífica e que impossibilitam a genotipagem. 
A análise dos géis revelou em 21,7% das amostras um produto com tamanho 
aproximado de 224 pb, característico do genótipo P[8]. Também foram identificados os 
genótipos P[6] e P[4], em 2,0% e 3,0% das amostras, respetivamente. Uma percentagem 
muito expressiva das amostras, 53,3%, apresentaram bandas correspondentes a vários 






















Figura 3.5. Representação gráfica da prevalência dos genótipos P de rotavírus identificados por hemi-
nested multiplex PCR, em crianças <5 anos de Huambo, Angola (2012). 
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3.4.3. Combinações de genótipos G e P 
 
As combinações de genótipos G e P revelaram a presença de 3 combinações 
diferentes de genótipos individuais. A combinação mais prevalente é G1P[8] 
correspondendo a 19,6% das amostras, seguida de G2P[4] e G1P[6] cada uma em 2,2% 
(Tabela 3.8). Em 42,4% das amostras, G1 surge associado a vários genótipos P (Pmix) e 
está associado a genótipos não identificados (Pnt) em 15,2%. Para 22,9% das amostras, 















Genótipos (%) G1 G2  G4 G9 G12 Gmix Gnt Total 
P[4] ___ 2 (2,2)   ___ ___ ___ 1 (1,1)  ___ 3 (3,3) 
P[6] 2 (2,2)   ___ ___ ___ ___ ___ ___ 2 (2,2) 
P[8] 18 (19,5)  ___ ___ ___ ___ 1 (1,1) 1 (1,1) 20 (21,6) 
Pmix 40 (43,4) 1 (1,1) 1 (1,1) ___ 3 (3,3) 2 (2,2)  2 (2,2) 49 (53,3) 
Pnt 13 (14,1) ___ ___ 2 (2,2) 1 (1,1) 2 (2,2)  ___ 18 (19,6) 
Total 73 (79,2) 3 (3,3) 1 (1,1) 2 (2,2) 4 (4,4) 6 (6,5) 3 (3,3) 92 (100,0) 
Tabela 3.8. Combinações de genótipos G/P de rotavírus, identificados por hemi-nested 
multiplex PCR, circulantes em Huambo, Angola (2012). 
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3.5. Deteção do gene de VP6 
 
 A ausência de amplificação de fragmentos genómicos de rotavírus com os 
primers de consenso largamente usados na 1ª reação de PCR poderá ser devida à 
reduzida quantidade de RNA viral matriz presente na amostra, à degradação durante o 
processamento ou ainda devido a diferenças entre as sequências dos primers usados e as 
correspondentes sequências virais alvo. Para se confirmar a presença de genoma de 
rotavírus nas amostras 8, 18, 21, 28, 36 e 43, para as quais não se conseguiu produto de 
amplificação na 1ª reação de PCR do fragmento genómico parcial do gene da VP7 ou da 
VP4, procedeu-se à amplificação por PCR da sequência nucleotídica parcial do gene de 
VP6 (nucleótidos 747-1126). Conseguiu-se amplificar um fragmento de tamanho 
aproximado de 379 pb em todas as amostras exceto para a amostra 8 (dados não 
apresentados). Assim, a ausência de produto de amplificação nestas amostras para os 
genes de VP4 ou de VP7 deverá ser devido a alterações genéticas no local de hibridação 
de um dos primers usados. É possível que a banda muito fraca, correspondente a um 
tamanho aproximado de 618 pb, identificativa do genótipo G1 na amostra 8, após a 2ª 
reação para o gene de VP7, se deva a contaminação com outros produtos de 
amplificação.  
 
3.6. Identificação de Genótipos através da Análise de Sequências 
Nucleotídicas 
 
 Face ao padrão complexo de bandas resultante da análise dos produtos de hemi-
nested multiplex PCR para genotipagem dos rotavírus em estudo, designadamente no 
que respeita ao gene de VP4, decidiu-se proceder à genotipagem por sequenciação e 
análise de sequências nucleotídicas obtidas para as amostras de rotavírus i) não tipáveis 
(Gnt=3; Pnt=18), ii) com produtos correspondentes a múltiplos genótipos (Gmix=6, 
Pmix=30), iii) com genótipos pouco comuns (n=2 G9, n=4 G12, n=2 P[6]) e ainda iv) 
amostras aleatórias para confirmação dos resultados de hemi-nested multiplex PCR 
(n=27 para G, n=5 para P). Embora 49 amostras de rotavírus possuíssem padrão de 
múltiplos genótipos foram selecionados apenas 30 para sequenciação, 11 
correspondentes a padrões Pmix mais comuns (3/8 P[6]/P[8]; 3/14 P[8]/P[9];  4/6 
P[8]/P[10] e 1/2 P[4]/P[8]) e 19 dos restantes.  
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O produto da 1ª reação de PCR usado na sequenciação não foi obtido para 3 das 18 
amostras não tipáveis para P (amostras 8, 36, 83) e 1 das 6 com múltiplas bandas para G 
(amostras 45). Assim, no total foram sequenciados genes de 53 amostras de rotavírus, 
ambos os genes em 38, o gene de VP4 em 12 e o gene de VP7 em 3.  
As sequências obtidas foram editadas e submetidas a uma pesquisa de 
homologia com sequências disponíveis na base de dados do NCBI, usando a ferramenta 
Nucleotide BLAST. A identificação do genótipo fez-se através da correspondência com 
sequências de genótipo conhecido com identidade de sequências ≥98% em toda a 
extensão da sequência questionada (Anexo 4). Relativamente às 3 amostras Gnt, duas 
foram identificadas como G1 e uma como G12, enquanto para as cinco Gmix, duas 
eram G1, duas G2 e uma G12. Curiosamente, 4 estirpes identificadas como G12 por 
hemi-nested multiplex PCR revelaram-se G8 por BLAST e 1 G4 por hemi-nested 
multiplex PCR foi identificada como G12 por BLAST. Os restantes genótipos G 
previamente atribuídos por hemi-nested multiplex PCR foram todos confirmados por 
BLAST. Das 15 amostras sem genótipo P (Pnt), 14 foram identificadas como P[6] e 1 
como P[8]. As amostras de rotavírus com um padrão P[6]/P[8] foram todas identificadas 
como P[6] e as amostras P[4]/P[8], P[8]/P[9] ou P[8]/P[10] como P[8]. Nem todas as 
amostras com estes padrões foram sequenciadas. No entanto, ainda que podendo 
incorrer em erro, os resultados das amostras selecionadas foram transpostos para as que 
tinham padrões eletroforéticos semelhantes. Das 19 amostras com outros padrões de 
múltiplos genótipos P, 17 foram identificadas como P[6] e 2 como P[4]. No total, a 
pesquisa BLAST permitiu que das 49 amostras identificadas com múltiplos genótipos P 
por hemi-nested multiplex PCR, 25 fossem genotipadas como P[6], 22 como P[8] e 2 
como P[4].  
Para confirmar os resultados de genotipagem obtidos através da pesquisa 
BLAST e ainda para estabelecer relações filogenéticas entre os rotavírus analisados e 
destes com outros rotavírus com sequências depositadas nas bases de dados, 
designadamente estirpes de referência ou provenientes de localização geográfica 
próxima, procedeu-se à construção de árvores filogenéticas para a sequência parcial dos 
genes codificadores de VP7 (Fig. 3.6-A) e de VP4 (Fig. 3.6-B). Nos alinhamentos 
foram usadas 39 sequências nucleotídicas de VP7 (nt 51-932) e 44 de VP4 (nt 132-795).  
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As restantes sequências (duas e seis, respetivamente para VP7 e VP4) tinham um 
comprimento mais curto e a sua utilização gerava perda de informação na construção 
das árvores, pelo que não foram incluídas na análise. As estirpes de referência usadas 
são representativas dos genótipos com maior prevalência global (G1, G2, G3, G4, G9, 
P[4], P[8] ou ainda identificados nas amostras estudadas (G8, G10, G12, P[6], P[9], 
P[10] e P[11]) e abrangem as principais linhagens descritas dentro de cada genótipo. 
Globalmente, a análise das duas árvores revela um elevado grau de inferência 
filogenética, havendo uma separação distinta dos grupos de sequências pertencentes a 
diferentes genótipos, com os diferentes agrupamentos suportados por valores de 
bootstrap elevados, designadamente 99% para a maioria dos genótipos (Figura 3.6). 
Todos os genótipos atribuídos com base na pesquisa BLAST foram confirmados por 
inferência filogenética. Também, de um modo geral, as amostras estudadas não 
apresentam ramos horizontais ou estes são muito curtos, indicando um grau reduzido de 
divergência genética relativamente a uma estirpe ancestral comum.  
Relativamente às sequências do gene de VP4 (Figura 3.6-A), a maioria agrupa-
se com sequências da linhagem I do genótipo P[6]. Porém, ainda na linhagem P[6]-I 
duas sequências angolanas (Hu/Angola/15 e 85) formam um subgrupo separado (98% 
de bootstrap) com uma sequência de rotavírus da República Democrática do Congo 
(DQ005122RVA/Hu-wt/BEL/COD/DRC86/2003/G8P[6]) sugerindo uma origem 
distinta para estes dois vírus. No entanto, não se observa formação de agrupamentos das 
sequências P[6] de acordo com o genótipo G, encontrando-se dispersas as sequências 
P[6] das combinações G8P[6] e G9P[6] com as de G1P[6]. As estirpes de rotavírus com 
genótipo P[8] formam um grupo monofilético  com vírus da linhagem P[8]-III com 
origem geográfica diversa. As estirpes vacinais Rotarix e RotaTeq segregam em 
linhagens diferentes, P[8]-I e P[8]-II, respetivamente. Os vírus P[4] estão estreitamente 
relacionados com uma estirpe G2P[4] circulante no Burkina Faso (JX154455RVA/Hu-













No que respeita ao gene de VP7 (Figura 3.6-B), a maioria das estirpes agrupa-se 
com sequências de rotavírus do genótipo G1 retiradas da base de dados GenBank com 
um valor de bootstrap de 92% e estão estreitamente relacionadas com uma estirpe 
G1P[8] circulante em 2012 na República Democrática do Congo (KC510182RVA/Hu-
wt/COG/12-G0866/2012/G1P[8]). Todas as estirpes G1 analisadas estão uniformemente 
distribuídas pela linhagem G1-I, enquanto as estirpes vacinais de Rotarix e RotaTeq 
segregam nas linhagens G1-II e G1-III, respetivamente (Figura 3.6-B). Curiosamente, 
dentro da linhagem I não se observa qualquer formação de agrupamentos distintos que 
segreguem as estirpes G1 das combinações G1P[8] e G1P[6], o que sugere eventos de 
redistribuição recentes. As três estirpes G2 estão incluídas na linhagem G2-II e estão 
estreitamente relacionadas com a referência (JX154537RVA/Hu-wt/BFA/241-
BF/2010/G2P[4]) circulante no Burkina Faso e afastadas da estirpe vacinal de RotaTeq 
(linhagem G2-III). Os rotavírus Angolanos G9 segregam com a linhagem G9-III e estão 
estreitamente relacionados com uma estirpe da África do Sul 
(JN605409RVA/Hu/ÁfricadoSul/MRC-DPRU1424/2013/G9) e com outra do Malawi 
(JN591406RVA/Hu/MAL82/Malawi/2012/G9P8) recentemente descritas. As estirpes 
G8 formam um agrupamento, suportado por um valor de bootstrap de 99%, com 
rotavírus da linhagem G8-I do Brasil (JQ693565RVA/Hu/BRA/IAL-RN376/2009/G8) e 
da República Democrática do Congo (DQ005109RVA/Hu-
wt/CODDRC88/2003/G8P8). As duas amostras de rotavírus G12 de Angola estão 
incluídas na linhagem G12-III e estão estreitamente relacionadas entre si e com uma 
estirpe do Sri Lanka (AB527045RVA/Hu/Sri Lanka/KUH146/2009/G12). 
Os resultados de genotipagem por análise de sequências dos rotavírus circulantes 
no Huambo permitiram estabelecer novas combinações de genótipos G e P 
relativamente aos resultados de multiplex PCR (Tabela 3.8), assim como novos valores 
de prevalências dos diferentes genótipos G/P.  
Figura 3.6. Análise filogenética das sequências nucleotídicas do gene de VP4 (A) e do gene de VP7 
(B) de rotavírus presentes em amostras do Huambo, Angola (2012), e de sequências de referência de 
rotavírus do grupo A disponíveis nas bases de dados. A sequência correspondente da estirpe 
AB740142 de rotavírus humano do grupo C foi usada como outgroup. A robustez da inferência 
filogenética foi testada por bootstraping de 1000 replicados sendo apresentados apenas os valores 
superiores a 70%. Os símbolos geométricos a cheio que precedem as sequências angolanas são usados 
para facilitar a sua localização na árvore. 
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No total foram identificadas 6 combinações, com uma prevalência relevante de 
G1P[8] presente em 45,7% das amostras e de G1P[6] em 34,8%. As restantes 
combinações G2P[4], G8P[6], G9P[6] e G12P[6], representam 2,2% a 5,4% das 
amostras estudadas (Tabela 3.9). 
É de salientar a redução de estirpes parcialmente não tipáveis (n=21 versus n=4), 
o desaparecimento de amostras com múltiplos genótipos que anteriormente 
representavam mais de metade das amostras analisadas (53/92) e a elevada prevalência 

















Genótipos (%) G1 G2 G8 G9 G12 Gnt Total 
P[8] 42 (45,6) ___ ___ ___ ___ 1 (1,1) 43 (46,7) 
P[6] 32 (34,8) ___ 4 (4,3) 2 (2,2) 3 (3,3) ___ 41 (44,6) 
P[4] ___ 5 (5,4)  ___ ___ ___ ___ 5 (5,4) 
Pnt 3 (3,3) ___ ___ ___ ___ ___ 3 (3,3) 
Total 77 (83,7) 5 (5,4)  4 (4,3) 2 (2,2) 3 (3,3) 1 (1,1) 92 (100,0) 

































4. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 
Em Angola, a diarreia é uma das principais causas de morte infantil, estimando-
se que os rotavírus sejam responsáveis por um terço das hospitalizações por 
gastroenterite aguda em crianças com menos de 5 anos de idade (68). Neste estudo, 
realizado na região do Huambo em 2012, encontrámos uma prevalência média de 
infeção por rotavírus de 37,4% entre as crianças incluídas no estudo. Este valor é muito 
próximo do estimado pela OMS a nível global (36%) em crianças com menos de 5 anos 
de idade hospitalizadas devido a diarreia (94). A prevalência encontrada é ligeiramente 
inferior à descrita para África (40%, gama 29%-52%) (95) e poderá refletir o facto da 
população alvo deste estudo não ser constituída por crianças hospitalizadas.  
No conjunto das amostras analisadas com inquéritos disponíveis, observou-se 
que 98% das amostras positivas eram provenientes de crianças com ≤ 24 meses de 
idade, confirmando a elevada incidência de gastroenterite por rotavírus durante os dois 
primeiros anos de vida (95, 96, 97). A faixa etária que registou maior prevalência de 
rotavírus (59,4%) foi a dos 0-6 meses. Este resultado, igualmente observado num estudo 
de prevalência de rotavírus realizado no Quénia (99), é um pouco inesperado uma vez 
que, genericamente, se considera a amamentação como um fator protetor da diarreia 
nesta faixa etária (100). No entanto, alguns estudos demonstraram que a proteção contra 
rotavírus pelo leite materno é eficaz quando este é dado regularmente e em volumes 
apreciáveis, i.e. amamentação exclusiva (101, 102). Os dados obtidos poderão dever-se 
ao número reduzido de crianças com amamentação exclusiva na população analisada 
(Tabela 3.3.). No entanto, a proteção contra a diarreia por rotavírus conferida pela 
amamentação está longe de ser consensual e outras medidas preventivas (e.g. vacinação 
e suplemento de zinco) são aconselhadas independentemente da alimentação praticada 
(103). 
Um outro aspeto interessante deste estudo reside no facto de a maioria das 
crianças incluídas residirem em zonas rurais (62,1%). A maior parte dos estudos 
realizados em países de baixa renda, especialmente em África, engloba crianças de áreas 
urbanas e periurbanas, existindo um número muito limitado de trabalhos em zonas 
rurais (104, 105, 106, 107). De facto, foi nas zonas rurais do Huambo que encontrámos 
uma percentagem mais elevada de crianças infetadas com rotavírus (59,3% vs. 38.9%). 
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O estatuto socio-económico desta região tem muitas debilidades e as comunidades 
rurais não têm acesso a sistemas de saneamento, frequentemente defecando na 
proximidade de pontos de água e partilhando estes com animais, circunstâncias que 
podem contribuir para a transmissão de rotavírus. Comparativamente com os casos de 
gastroenterite causados por outros agentes etiológicos, na gastroenterite por rotavírus 
observámos uma maior proporção de crianças com vómitos (89,8% vs. 67,4%, p=0,002) 
e uma maior frequência destes (Tabelas 3.4 e 3.5). Uma diferença significativa nestas 
características clínicas em associação com a doença por rotavírus foi igualmente 
descrita noutros estudos (97, 98). A título de exemplo, num estudo desenvolvido no 
Zimbabué observou-se também uma maior proporção de crianças com vómitos 
infetadas por rotavírus em comparação com crianças não infetadas (77% vs. 57%, 
p=0,001) (108).  
Conhecer a epidemiologia molecular dos rotavírus é relevante para a vigilância 
da doença e monitorização após implementação da vacinação. Com o objetivo de 
identificar os genótipos G e P dos rotavírus circulantes no Huambo, recorreu-se ao 
método largamente usado de hemi-nested multiplex PCR, com primers genéricos numa 
primeira reação de amplificação e primers específicos de genótipo numa segunda reação 
de PCR, seguido de eletroforese em gel de agarose, proposto por Gouvea et al. e 
Iturriza-Gómara et al. em 1990 e 2004, respetivamente (78, 86). Porém, uma das 
dificuldades associadas à utilização deste método de genotipagem consistiu na grande 
quantidade de estirpes não tipáveis, i.e. cujo padrão eletroforético não se identificava 
com o de qualquer genótipo específico. No total, 23% dos vírus não foram genotipados 
por este método para o gene de VP4 ou de VP7 (genótipos P e G, respetivamente), 
sendo particularmente relevante para o gene de VP4 por corresponder a 19,6% do total 
das amostras analisadas (Tabela 3.8). A incapacidade de identificar genótipos de 
rotavírus por hemi-nested multiplex PCR é estimada como sendo de 10-30%, devendo-
se principalmente à acumulação de mutações pontuais no local de hibridação dos 
primers e à diversificação de linhagens específicas que não foram consideradas quando 
do desenho dos primers correntemente usados (11, 109, 110, 111, 112, 113). Assim, não 
é de estranhar a tendência para valores mais elevados de vírus não tipáveis em amostras 
de países de baixa renda onde é maior a diversidade genética dos rotavírus circulantes.  
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Para África, duas revisões sistemáticas estimaram em 16,3% (com valores máximos de 
57 e 73% para o Gana e Nigéria, respetivamente) e 10,7% no período de 1997-2006 
(114, 11). Outro estudo realizado no contexto da African Rotavirus Surveillance 
Network (ARSN) em 11 países Africanos (2006-2008) encontrou 30% de amostras não 
tipáveis (95). Dezassete (81%) das 21 amostras Angolanas não genotipadas por este 
método foram genotipadas com êxito através da sequenciação do amplicão da primeira 
reação de PCR e análise filogenética das sequências nucleotídicas. Três das 4 amostras 
não foram genotipadas por análise de sequências devido à incapacidade de obter 
produto na primeira reação de PCR, presumivelmente por causa da concentração 
reduzida do RNA viral extraído da amostra. 
Quando da validação por sequenciação/análise de sequências das estirpes G12 
identificadas por multiplex-PCR, estas revelaram-se como G8 por pesquisa BLAST e 
análise filogenética. Esta incorreção na genotipagem deve-se com grande probabilidade 
à hibridação inespecífica do primer G12 com a sequência das estirpes G8. De facto, a 
comparação das sequências destas estirpes G8 no local de hibridação do primer G12 
com a sequência do primer G12 usado revelou discordância de apenas 3 posições 
nucleotídicas num total de 20 (dados não apresentados). A genotipagem errada de 
estirpes G8 como sendo G12 foi anteriormente descrita por F. Aladin (113) e 
igualmente atribuída a uma diferença de 3 posições nucleotídicas, duas delas 
coincidentes com as nossas. Na sequência deste problema, aqueles autores desenharam 
um novo primer para o genótipo G12. Outras incorreções de genotipagem referidas na 
literatura incluem a genotipagem de G3 como G10 (115) e de G9 como G3 (116). O 
ensaio de hemi-nested multiplex PCR tem sido considerado o método de eleição para a 
genotipagem dos rotavírus e considerado o gold standard (109). No entanto, o problema 
de potenciais erros de genotipagem reforça a necessidade da monitorização regular da 
especificidade e sensibilidade do multiplex-PCR através da análise das respetivas 
sequências nucleotídicas e adequação dos primers usados. Porém, a modificação dos 
primers no caso do multiplex-PCR não está isenta de dificuldades face ao elevado 
número de primers presente em cada reação e consequente dificuldade de otimização de 
condições de amplificação como sejam concentração de MgCl2 e temperatura de 
hibridação. 
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Uma outra consequência da ligação inespecífica de primers poderá ser um 
padrão eletroforético correspondente a múltiplos genótipos e, consequentemente, 
sugestivo de uma infeção mista. Em 56% das amostras genotipadas observou-se este 
tipo de padrão para um ou ambos os genes analisados. Este valor é substancialmente 
mais elevado do que os descritos na literatura mesmo para países com grande 
diversidade de rotavírus circulantes. Duas revisões sistemáticas da diversidade dos 
rotavírus circulantes em África, entre 1996 e 2007, baseadas maioritariamente em 
resultados de multiplex-PCR, estimam o nível médio de infeções mistas em 7,2% e 
12,4%, o intervalo de percentagens de genótipos mistos variando entre valores máximos 
de 45-66% para a Guiné-Bissau e 0% para o Quénia ou Líbia (11, 114). Outro estudo 
recente realizado pela ARSN, 2007-2011, usando dados fornecidos por 16 países das 
diferentes regiões Africanas mostrou níveis médios de 9,8% para genótipos P mistos e 
de 7,7% para genótipos G mistos (75). Assim, numa tentativa de elucidar o elevado 
número de genótipos mistos, designadamente os genótipos P mistos, procedeu-se 
também à análise da sequência nucleotídica dos respetivos produtos da primeira reação 
de PCR. Curiosamente, a inspeção do cromatograma e a correspondente sequência 
nucleotídica não revelaram quaisquer posições com polimorfismos, sendo identificado 
apenas um genótipo para as amostras individuais analisadas. Perante a impossibilidade 
de sequenciar todas as amostras com um padrão de infeção mista, procedeu-se à 
sequenciação de um número limitado de amostras (30 de um total de 49) e extrapolação 
do resultado de genotipagem para amostras não sequenciadas mas com padrão 
eletroforético idêntico. Como resultado desta abordagem deixámos de ter infeções 
mistas correndo o risco de estar a incorrer em erro. O facto de os cromatogramas só 
mostrarem inequivocamente sequências de espécies moleculares que estão presentes 
numa concentração superior a 20% pode levar à perda de outras sequências menos 
abundantes eventualmente presentes. Uma forma de esclarecer a presença de múltiplos 
genótipos de rotavírus, nomeadamente para algumas destas amostras com genótipos 
raros (e.g. P[10], P[11]),  será através da clonagem do produto de PCR e sequenciação 
de um número considerável de clones (e.g. cerca de 20). 
A caracterização genética dos rotavírus circulantes no Huambo demonstrou 
como dominantes os genótipos G1 (83,7%), P[8] (46,7%) e P[6] (44,6%) presentes 
maioritariamente nas combinações G1P[8] (45,6%) e G1P[6] (34,8%).  
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Estas prevalências do genótipo G1 e da combinação G1P[8] são consideravelmente 
elevadas comparativamente com os valores normalmente descritos para o continente 
Africano A nível global, G1 e P[8] são responsáveis por 43% e 65%, respetivamente, 
das infeções por rotavírus e na combinação G1P[8] por 37,7%. Porém, >70% das 
infeções por rotavírus G1P[8] ocorre na Europa, América do Norte e Austrália. Em 
África G1 e P[8] individualmente apresentam prevalências de 28,8% e 40,6%, 
respetivamente, e  apenas cerca de um quinto das infeções é atribuível ao genótipo 
G1P[8] (114, 75).   
P[6] é o terceiro genótipo mais predominante do gene de VP4 dos rotavírus a 
seguir a P[8] e P[4], a nível mundial, as estirpes P[6] têm sido descritas em associação 
com uma enorme variedade de genótipos G e em constelações de genótipos tipo Wa e 
tipo DS-1 (117, 118, 119). Entre 2007 e 2011, a prevalência média do genótipo P[6] 
circulante em África foi de 30,9% com grandes flutuações anuais e por áreas 
geográficas, registando-se valores superiores a 60%, em 2007, no Sul de África e na 
África Ocidental e em 2011 na África Central (75). A combinação G1P[6] é 
considerada globalmente pouco comum (gama de prevalência 0,2-2%) (11) e em África, 
no período de 2007-2011, estima-se que nos 16 países Africanos da rede ARSN tenha 
sido responsável por 4,9% das infeções (gama 7,7%-3,4% ao longo dos 5 anos do 
estudo). Na região do Huambo a prevalência da combinação G1P[6] é 
surpreendentemente elevada (34,8%, Tabela 3.9). Curiosamente, apesar de não se ter 
observado uma correlação significativa entre combinações de genótipos e idade, 57% 
das infeções com estes vírus ocorre em crianças dos 0-6 meses, enquanto para G1P[8] 
apenas 25% das infeções se situam nesta faixa etária. Apesar dos rotavírus P[6] 
causarem diarreia em crianças, têm sido predominantemente associados a infeções 
assintomáticas de recém-nascidos (120). O genótipo P[6] também tem sido descrito 
como um dos principais genótipos de VP4 dos rotavírus de suínos (123). Assim, será 
interessante analisar o restante complemento genético destes vírus, comparar com 
sequências de estirpes causadoras de infeções assintomáticas e averiguar se têm origem 
animal através da redistribuição genética de segmentos genómicos. 
A análise filogenética dos rotavírus circulantes no Huambo demonstrou dentro 
de cada genótipo dos genes de VP4 e VP7 analisados uma grande homogeneidade de 
estirpes virais.  
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Assim, para cada genótipo individual as estirpes encontram-se distribuídas por uma 
única linhagem (P[4]-III, P[6]-I, P[8]-III, G1-I, G2-II, G8-I, G9-II e G12-III) e, por sua 
vez, dentro de cada uma das linhagens os ramos de cada amostra são muito curtos ou 
inexistentes, refletindo uma reduzida diversificação dos vírus e uma introdução recente. 
Por outro lado, a existência de uma linhagem única G1 cocirculando com dois genótipos 
P diferentes (P[6] e P[8]) e de uma linhagem única P[6] cocirculando com vários 
genótipos G diferentes (G1, G2, G8, G9 e G12),  sem que se verifique segregação em 
agrupamentos distintos nas árvores filogenéticas de acordo com as diferentes 
combinações de genótipos GP, sugere que estas estirpes resultam de eventos recentes de 
recombinação genética por redistribuição de segmentos genómicos. 
Em 2014, com o apoio da GAVI, Angola irá introduzir no plano nacional de 
vacinação a vacina contra rotavírus. No Huambo, considerando os resultados de 
genotipagem obtidos neste trabalho, teoricamente a vacina monovalente Rotarix® 
conferirá proteção contra aproximadamente 85% dos vírus circulantes e a vacina 
pentavalente RotaTeq® contra 90%. A nível global, os ensaios clínicos realizados 
demonstraram que as duas vacinas apresentam graus idênticos de segurança e eficácia 
(59). Porém, nos países de baixa renda a eficácia da vacina é marcadamente mais 
reduzida (39% a 77%) que nos países industrializados (80% a 98%) (122). Uma das 
questões que poderá estar relacionada com este resultado é a diversidade das estirpes de 
rotavírus que circulam nestes países.  
Apesar de no Huambo a grande maioria das infeções ser causada por 
combinações de genótipos (G1, G2 e P[8]) que estão incluídos numa ou em ambas as 
vacinas, as linhagens genéticas destes genótipos, identificadas por análise filogenética, 
são diferentes das usadas nas vacinas aprovadas (Fig. 3.6 A e B). Enquanto o genótipo 
G1 dos rotavírus do Huambo pertence à linhagem I, o das vacinas Rotarix® e 
RotaTeq® pertence às linhagens II e III, respetivamente. G2 da vacina RotaTeq® está 
incluído na linhagem III enquanto os rotavírus G2 analisados são da linhagem II. Por 
outro lado, os rotavírus do Huambo pertencem à linhagem P[8]-III, enquanto as vacinas 
compreendem P[8]-I (Rotarix®) e P[8]-II (RotaTeq®).   
Alguns estudos sugerem que na proteção contra a infeção por rotavírus é 
importante não só a imunidade específica de serotipo/genótipo como também a 
imunidade específica de linhagem.  
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A resposta de anticorpos neutralizantes induzida pelo genótipo G1 da vacina Rotashield 
era maior contra estirpes do genótipo G1 da mesma linhagem (121). Um outro estudo 
com estirpes G9 revelou que uma estirpe da linhagem I induziu mais anticorpos 
neutralizantes com reatividade cruzada contra G9-II e G9-III que as linhagens II e III 
contra G9-I  (124). No Brasil, a vacina Rotarix® foi introduzida no plano nacional de 
vacinação em 2006. Subsequentemente, crianças vacinadas foram hospitalizadas com 
gastroenterite grave causada por rotavírus G1P[6]. A análise genética destas estirpes 
revelou que, à semelhança das estirpes do Huambo G1P[6],  o gene codificador de VP7 
pertencia  à linhagem G1-I enquanto o da vacina Rotarix® pertence a uma linhagem 
distinta (G1-II) (125). Ainda, estas estirpes G1P[6] Brasileiras, excetuando para o gene 
de VP4, não podem ser consideradas heterotípicas uma vez que, à semelhança da estirpe 
vacinal, possuem uma constelação de genes tipo Wa. 
Concluindo, face à elevada prevalência da infeção por rotavírus no Huambo 
(37,4%) e às características dos genótipos virais circulantes, designadamente elevada 
prevalência de estirpes G1P[6] pouco comuns e genótipos comuns G1P[8] mas de 
linhagens genéticas distintas das presentes nas vacinas, na sequência deste trabalho de 
linha de base, parece-nos ser da maior importância fazer estudos de follow-up para 
estimar a eficácia da vacinação contra rotavírus na prevenção de gastroenterite grave e 
também fazer a monitorização contínua das estirpes virais circulantes nesta região. Só 
assim será possível avaliar o impacto da vacina na diversidade e evolução das estirpes, 
designadamente as de escape imune que possam pôr em causa a eficácia das vacinas 
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6.1. Formulário de Informação e Consentimento Informado 
  
Qual é o problema que queremos estudar?  
Durante a consulta o médico diagnosticou Gastroenterite Aguda (GEA) ao seu filho(a). A GEA é 
frequente nos primeiros anos de vida e é uma importante causa de doença no país. Com este estudo 
pretendemos saber se a GEA em crianças é causada por Rotavírus.   
  
O que iremos fazer?  
Para detetar o vírus causador da doença, será recolhida uma amostra de fezes ao seu filho(a).   
A amostra de fezes será analisada da seguinte forma:   
1. deteção do rotavírus no Laboratório de análises clínicas, do Centro de Saúde ou do Hospital 
Municipal onde a colheita foi efetuada.  
2. envio da amostra para o laboratório de Virologia no Instituto de Higiene e Medicina Tropical 
em Lisboa, Portugal, para identificação de tipo de rotavírus.  
O médico ou enfermeiro irá fazer algumas perguntas sobre a doença do seu filho.  
  
Serei obrigado(a) a participar na pesquisa?  
A participação do seu filho(a) não é obrigatória. Se não quiser participar continuará a ter direito ao 
tratamento que o médico considerar o melhor. Poderá desistir a qualquer momento.  
  
Risco ou benefícios  
A participação do seu filho(a) neste estudo não envolve riscos e é gratuita.   
Não há recompensa em dinheiro para participar. O estudo poderá contribuir para conhecer melhor a 
doença e ajudar a decidir sobre uma vacina que previna esta infeção em Angola.  
Confidencialidade  
Toda a informação recolhida será mantida secreta (anónima) e apenas o médico e enfermeiro terão 
acesso aos dados da criança. Os resultados do estudo serão dados ao Centro de Saúde/Hospital 
Municipal e às autoridades de saúde, serão apresentados em reuniões científicas e poderão ser 
publicados.  
Se tiver alguma dúvida, por favor fale com o profissional de saúde (dependente do local de colheita).  
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DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO INFORMADO AOS PAIS / RESPONSAVEL LEGAL  
• Recebi uma explicação adequada e esclarecida sobre os objetivos e condições do estudo.  
• Compreendi que a participação neste estudo é voluntária, poderei retirar o meu consentimento em 
qualquer altura e tal não afetará os cuidados médicos normais aos quais o meu filho(a) tem direito.  
• Dou o consentimento voluntário da participação do meu filho(a) neste estudo  
  
___________________________________________  
Nome criança, em maiúsculas                 
   
  
___________________________________________  
Nome do Pai/Mãe/Representante Legal, em maiúsculas  
   
___________________________________________  
Assinatura/Impressão digital do Pai/Mãe/Responsável Legal             
  
__________________________  
Local e Data  
  
EQUIPA DE INVESTIGAÇÃO  
  
• Expliquei aos pais ou representante legal a natureza do estudo.  
• Dei uma cópia assinada da Folha de Informação e Declaração de Consentimento Informado aos 
pais ou representante legal.  
  
______________________________________________________________  
Nome do Médico /Enfermeiro do estudo (em maiúsculas)  
  
  
___________________________________________          ____________ Páginas: 2/2 
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6.2. Inquérito Epidemiológico  
 
Preencha os espaços com letras MAIÚSCULAS e coloque uma cruz na resposta correta □   X  
Processo nº ___________________Código de laboratório ______________                  
Nome do local de habitação: _________Concelho _________________Local: Cidade □   Outra□     




F  □ 
 Peso________(Kg)    Altura________ (cm)       Temperatura ______ºC  
(Z score) Malnutrição: Ausente □     Leve □     Moderada □     Severa □  
Desidratação: sem desidratação □          ligeira□        moderada □       severa □  
Estado de atividade da criança:     normal □  /  reduzido □   
 
 
A criança está a ser amamentada: Sim □ / Não □  
Se SIM, durante amamentação comeu outros alimentos: Sim □ / Não □  
A criança sofre de alguma doença crónica?  Sim □ / Não □    
Se SIM qual o nome da doença ____________________________________  
Data de início dos sintomas de GEA ____/_____/_______  (Dia / Mês/ Ano)  
A criança tem tido febre: Sim □  / Não□    Duração: _____ dias  
A criança tem tido diarreia: Sim □ /  Não  □    
Se SIM, quantas vezes por dia __________ Duração: _____ dias  
A criança tem tido vómitos: Sim □  /  Não □    
Se SIM, quantas vezes por dia vomita__________   Duração: _____ dias  
Data de colheita da amostra: ______/_____(Dia / Mês)   
Assinatura do Médico/Enfermeiro/ _____________________________   
Resultados da análise laboratorial:  
 Teste Rápido para Rotavírus:   Positivo □ / Negativo □  / Inválido □  
 
Assinatura do Medico/Técnico do Laboratório _____________________________   
Data  ____/_____/_______  (Dia / Mês / Ano)  
 
  
Inquérito Epidemiológico – Folha de Trabalho 
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6.3. Resultados obtidos na 1ª e 2ª hemi-nested multiplex PCR a partir 




VP7, 1ª PCR 
VP7, 2ª PCR 
(Genótipo G) 
VP4, 1ª PCR 
VP4, 2ª PCR 
(Genótipo P) 
1 Positivo G1 Positivo P8/P9 
2 Positivo G1 Positivo P8 
3 Positivo G1 Positivo P8/P9 
4 Positivo NT Positivo P6/P8/P9 
5 Positivo NT Positivo P8 
6 Positivo G1 Positivo P8/P9 
7 Positivo G1 Positivo P8/P9 
8 Negativo G1 Negativo NT 
9 Positivo G1 Positivo NT 
10 Positivo G1 Positivo P6/P11 
11 Positivo G1 Positivo P8/P9 
12 Positivo G1 Positivo P8/P9 
13 Positivo G1 Positivo P8 
14 Positivo G1 Positivo P8/P9 
15 Positivo G1 Positivo P4/P6/P8/P11 
16 Positivo G2 Positivo P4/P10 
17 Positivo G1 Positivo P8 
18 Positivo G1 Negativo P6/P8 
19 Positivo G1 Positivo P8 
20 Positivo G12 Positivo P4/P6/P8 
21 Positivo G1 Negativo P6/P8 
22 Positivo G1 Positivo P6/P8 
23 Positivo G12 Positivo P6/P8 
24 Positivo G1 Positivo P8/P9 
25 Positivo G1 Positivo P8 
26 Positivo G1 Positivo P6/P8 
27 Positivo G2 Positivo P4 
28 Negativo NT Positivo P6/P10 
29 Positivo G2 Positivo P4 
30 Positivo G1 Positivo P8 
31 Positivo G1 Positivo P8 
32 Positivo G1 Positivo P6/P10 
33 Positivo G1/G2/G12 Positivo P4/P8 
34 Positivo G1 Positivo P6/P8 
35 Positivo G1 Positivo P6/P8 
36 Positivo G1 Negativo NT 
37 Positivo G1 Positivo P8 




VP7, 1º PCR 
VP7, 2º PCR 
(Genótipo G) 
VP 4, 1 º PCR 
VP4, 2º PCR 
(Genótipo P) 
39 Positivo G1/G3/G12 Positivo NT 
40 Positivo G1 Positivo P8/P9 
41 Positivo G1 Positivo P8 
42 Positivo G1 Positivo P8 
43 Positivo G1 Negativo P4/P6/P11 
44 Positivo G1 Positivo P8 
45 Positivo G1/G2 Positivo P8 
46 Positivo G1 Positivo P8 
47 Positivo G9 Positivo NT 
48 Positivo G1 Positivo P8 
49 Positivo G1 Positivo P6/P8/P11 
50 Positivo G1 Positivo P8/P10 
51 Positivo G1 Positivo P6 
52 Positivo G1 Positivo P8/P9 
53 Positivo G1 Positivo P8/P9 
54 Positivo G1 Positivo P4/P6/P8/P9/P11 
55 Positivo G1 Positivo P6 
56 Positivo G1 Positivo P8/P10 
57 Positivo G1 Positivo P8/P10 
58 Positivo G1 Positivo NT 
59 Positivo G1 Positivo NT 
60 Positivo G1 Positivo NT 
61 Positivo G12 Positivo NT 
62 Positivo G1 Positivo P8/P10 
63 Positivo G1 Positivo P8/P10 
64 Positivo G1 Positivo NT 
65 Positivo G1 Positivo P8/P10 
66 Positivo G1 Positivo NT 
67 Positivo G1 Positivo P6/P8/P10 
68 Positivo G1 Positivo P8 
69 Positivo G1 Positivo P8 
70 Positivo G12 Positivo P4/P6/P8 
71 Positivo G1/G2 Positivo P4/P6 
72 Positivo G1 Positivo P8 
73 Positivo G1 Positivo P6/P8 
74 Positivo G1 Positivo P4/P6 
75 Positivo G1 Positivo P4/P8 
76 Positivo G9 Positivo NT 
77 Positivo G1 Positivo P8/P9 
78 Positivo G1 Positivo P6/P11 













































VP7, 1º PCR 
VP7, 2º PCR 
(Genótipo G) 
VP 4, 1 º PCR 
VP4, 2º PCR 
(Genótipo P) 
80 Positivo G4 Positivo P4/P6/P8 
81 Positivo G1 Positivo P4/P6/P11 
82 Positivo G1 Positivo P8 
83 Positivo G1 Positivo NT 
84 Positivo G1 Positivo NT 
85 Positivo G1/G2 Positivo NT 
86 Positivo G1 Positivo NT 
87 Positivo G1 Positivo P8 
88 Positivo G1 Positivo NT 
89 Positivo G2/G12 Positivo P4 
90 Positivo G1 Positivo NT 
91 Positivo G1 Positivo P8/P9 
92 Positivo G1 Positivo P4/P6 
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6.4. Resultados preliminares obtidos por BLAST após sequenciação 













JQ693567 Brasil 100% 99% 
JQ693566 Brasil 100% 99% 
5 27-620 P[8] 
HQ392119 Bélgica 100% 99% 
HM773747 EUA 100% 99% 
9 29-622 P[6] 
JQ693567 Brasil 100% 99% 
JQ693566 Brasil 100% 99% 
10 30-623 P[6] 
JQ693567 Brasil 100% 99% 
JQ693566 Brasil 100% 99% 
11 28-622 P[8] 
HQ392119 Bélgica 100% 99% 
HM773747 EUA 100% 99% 
15 30-620 P[6] 
DQ005122 Bélgica 99% 98% 
HQ405382 Madagáscar 99% 98% 
16 31-627 P[4] 
JX154455 B. Faso 99% 99% 
JX154454 B. Faso 99% 99% 
20 33-629 P[6] 
JQ693567 Brasil 99% 99% 
JQ693566 Brasil 99% 99% 
22 175-624 P[6] 
JQ693567 Brasil 100% 99% 
JQ693566 Brasil 100% 99% 
28 30-623 P[6] 
JQ693567 Brasil 100% 99% 
JQ693566 Brasil 100% 99% 
32 36-631 P[6] 
JQ693567 Brasil 99% 99% 
JQ693566 Brasil 99% 99% 
33 35-626 P[8] 
HQ392119 Bélgica 100% 99% 
HM773747 EUA 100% 99% 
35 35-631 P[6] 
JQ693567 Brasil 99% 99% 
JQ693566 Brasil 99% 99% 
38 32-625 P[6] 
JQ693567 Brasil 100% 99% 
JQ693566 Brasil 100% 99% 
39 - - - - - - 
43 193-627 P[6] 
JQ693567 Brasil 99% 99% 
JQ693566 Brasil 99% 99% 
45 - - - - - - 
47 34-630 P[6] 
JQ693567 Brasil 99% 99% 
JQ693566 Brasil 99% 99% 
49 56-631 P[6] 
JQ693567 Brasil 99% 99% 
JQ693566 Brasil 99% 99% 
50 20-621 P[8] 
HQ392119 Bélgica 100% 99% 
HM773747 EUA 100% 99% 
51 34-627 P[6] 
JQ693567 Brasil 100% 99% 
JQ693566 Brasil 100% 99% 
52 38-622 P[8] 
HQ392119 Bélgica 100% 99% 
HM773747 EUA 100% 99% 
53 30-622 P[8] 
HQ392119 Bélgica 100% 99% 







































Genótipo Nº Acesso País Query Identidade 
54 30-626 P[6] 
JQ693567 Brasil 99% 99% 
JQ693566 Brasil 99% 99% 
55 31-627 P[6] 
JQ693567 Brasil 99% 99% 
JQ693566 Brasil 99% 99% 
56 30-622 P[8] 
HQ392119 Bélgica 100% 99% 
HM773747 EUA 100% 99% 
57 31-623 P[8] 
HQ392119 Bélgica 100% 99% 
HM773747 EUA 100% 99% 
58 90-626 P[6] 
JQ693567 Brasil 99% 99% 
JQ693566 Brasil 99% 99% 
59 40-627 P[6] 
JQ693567 Brasil 99% 99% 
JQ693566 Brasil 99% 99% 
60 80-626 P[6] 
JQ693567 Brasil 99% 99% 
JQ693566 Brasil 99% 99% 
61 90-628 P[6] 
JQ693567 Brasil 99% 99% 
JQ693566 Brasil 99% 99% 
64 32-628 P[6] 
JQ693567 Brasil 99% 99% 
JQ693566 Brasil 99% 99% 
65 30-622 P[8] 
HQ392119 Bélgica 100% 99% 
HM773747 EUA 100% 99% 
66 29-621 P[8] 
HQ392119 Bélgica 100% 99% 
HM773747 EUA 100% 99% 
67 28-621 P[6] 
JQ693567 Brasil 100% 99% 
JQ693566 Brasil 100% 99% 
70 44-625 P[6] 
JQ693567 Brasil 100% 99% 
JQ693566 Brasil 100% 99% 
71 34-626 P[4] 
JX154455 B. Faso 100% 99% 
JX154454 B. Faso 100% 99% 
74 33-626 P[6] 
JQ693567 Brasil 100% 99% 
JQ693566 Brasil 100% 99% 
76 34-624 P[6] 
KC152908 Itália 99% 99% 
JF460815 Bélica 99% 99% 
78 32-625 P[6] 
JQ693567 Brasil 100% 99% 
JQ693566 Brasil 100% 99% 
80 33-625 P[6] 
JQ693567 Brasil 100% 99% 
JQ693566 Brasil 100% 99% 
81 274-589 P[6] 
JQ693567 Brasil 100% 99% 
JQ693566 Brasil 100% 99% 
84 33-629 P[6] 
KC152908 Itália 99% 99% 
JF460815 Bélica 99% 99% 
89 32-624 P[4] 
JX154455 B. Faso 100% 99% 
JX154454 B. Faso 100% 99% 
90 40-624 P[6] 
JQ693567 Brasil 99% 99% 
JQ693566 Brasil 99% 99% 
92 42-610 P[6] 
JQ693567 Brasil 100% 99% 
JQ693566 Brasil 100% 99% 
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6.5. Resultados preliminares obtidos por BLAST após sequenciação 
dos produtos amplificados de VP7 
Amostra Corte (nt) Genótipo Nº Acesso País Query Identidade 
4 25-750 G12 
JN711097 EUA 100% 99% 
AB527045 Siri Lanka 100% 99% 
5 20-735 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
HQ392100 EUA 100% 99% 
8 111-725 G1 
KC510182 Alemanha 99% 100% 
HQ392100 EUA 99% 99% 
9 20-710 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
10 21-735 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
11 23-720 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 98% 
15 21-735 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
16 18745 G2 
JX154537 B. Faso 99% 99% 
JX154536 B. Faso 99% 99% 
20 21-746 G8 
HM067602 França 100% 99% 
JQ693565 Brasil 99% 98% 
23 22-719 G8 
HM067602 França 100% 99% 
JQ693565 Brasil 100% 99% 
28 21-735 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
32 21-735 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
33 65-540 G1 
KC510182 Alemanha 100% 99% 
KF113017 China 100% 99% 
38 20-710 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
39 24-706 G12 
JN711097 EUA 100% 99% 
AB527045 Siri Lanka 100% 99% 
43 31-736 G1 
KC510182 Alemanha 99% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
45 - - - - - - 
47 21-735 G9 
JN605409 África Sul 99% 99% 
HQ849458 Líbia 99% 99% 
49 20-735 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
HQ392100 EUA 100% 99% 
50 21-736 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
HQ392100 EUA 100% 99% 
51 30-721 G1 
KC510182 Alemanha 99% 99% 
AB553328 India 97% 99% 
52 20-715 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 99% 99% 
53 20-714 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 98% 
54 54-713 G1 
KC510182 Alemanha 100% 99% 
AB553328 India 100% 99% 




Amostra Corte (nt) Genótipo Nº Acesso País Query Identidade 
55 21-722 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
58 21-736 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
59 18-709 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
60 20-735 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
61 19-782 G8 
HM067602 França 100% 99% 
JQ693565 Brasil 99% 98% 
64 21-735 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
66 22-734 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
HQ392100 EUA 100% 99% 
67 19-710 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
70 22-711 G8 
HM067602 França 100% 99% 
JQ693565 Brasil 100% 98% 
71 22-616 G2 
JX154537 B. Faso 100% 100% 
JX154536 B. Faso 100% 100% 
73 18-732 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
75 56-715 G1 
KC510182 Alemanha 100% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
76 28-717 G9 
JN605409 África Sul 100% 99% 
HQ849458 Líbia 100% 99% 
80 51-704 G12 
JN711097 EUA 100% 99% 
AB527045 Siri Lanka 100% 99% 
84 18-732 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
85 19-733 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
86 19-710 G1 
KC510182 Alemanha 98% 99% 
AB553328 India 100% 99% 
89 14-706 G2 
JX154537 B. Faso 99% 99% 
JX154536 B. Faso 99% 99% 
